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Riassunto 
 
La cura della salute dei cittadini rappresenta un impegno sociale ed economico molto 
pesante a carico delle diverse comunità. I progressi della conoscenza sulle origini, lo 
sviluppo ed i meccanismi delle numerose patologie stanno fornendo sostanziali contributi 
al miglioramento delle diagnosi, all’introduzione di terapie più efficaci ed alla 
prevenzione. In particolare, le più recenti tecnologie d’indagine basate su analisi ad ampio 
spettro di geni, proteine, e funzioni metaboliche (genomica, trascrittomica, proteomica, 
metabolomica) sono in grado di fornire nuovi quadri interpretativi delle diverse 
manifestazioni patologiche. Da questi quadri è possibile postulare meccanismi e fattori 
chiave coinvolti nella patogenesi, nella progressione e negli esiti di una data malattia. 
Tuttavia, trattandosi di deduzioni, le diverse ipotesi devono essere convalidate mediante 
prove sperimentali opportunamente progettate. In questa prospettiva si colloca la 
tecnologia del “knock-down” genico secondo la quale è possibile inibire 
considerevolmente e in maniera selettiva un determinato gene. Il vantaggio di tale tecnica 
risiede nel fatto che consente di verificare in maniera diretta il ruolo che quel gene riveste 
in un preciso quadro metabolico evidenziabile con quel modello cellulare. Nel panorama 
degli armamentari messi in campo, per il conseguimento del “knock-down” genico, 
abbiamo scelto l’uso dei ribozimi “hammerhead”. Si tratta di corte sequenza di RNA, 
dotate di attività endoribonucleasica, capaci di riconoscere, legare e scindere un mRNA di 
cui si voglia ottenere l’inibizione. 
In questa Tesi di Laurea, svolta presso il laboratorio di “Proteomica e Tecnologie 
Genomiche” dell’istituto di Fisiologia Clinica del CNR di Pisa, è stato affrontato il tema 
della progettazione, sintesi e caratterizzazione di un ribozima “hammerhead” diretto contro 
il gene che codifica il recettore PDGFR-β per il fattore di crescita PDGF (Platelet Derived 
Growth Factor) nel maiale. La scelta riguarda la sua futura applicazione a cellule 
muscolari lisce di coronaria di maiale (VSMC), che rappresentano un modello di studio di 
patologie cardiovascolari. Poiché il PDGF sembra essere il più potente induttore 
dell’attivazione patologica delle VSMC, l’inibizione del suo recettore rappresenta un buon 
sistema di indagine utile per confermare il suo effettivo ruolo. 
 
a) progettazione del ribozima sulla base della sequenza porcina  
Durante la fase di progettazione di un ribozima hammerhead si devono prendere in 
considerazione alcuni aspetti: è necessario che I) la sequenza bersaglio sia accessibile, II) il 
ribozima sia stericamente “aperto”e III) le sequenze fiancheggianti non siano ripetute in 
altri mRNA, per evitare qualunque effetto collaterale “off-target”. Per rispondere ai primi 
due punti è cruciale la determinazione delle ipotetiche strutture ripiegate sia della molecola 
di RNA bersaglio che della molecola di ribozima, escludendo dalla selezione le regioni 
dell’RNA bersaglio coinvolte in strutture stabili ed in appaiamenti difficilmente accessibili 
per il ribozima e i ribozimi con ripiegamenti anomali che impediscono la strutturazione 
corretta del “core” catalitico. 
A questo scopo abbiamo applicato un metodo computazionale di progettazione. Poiché le 
banche genetiche internazionali contengono una mappa parziale del genoma di Sus scrofa, 
e l’mRNA relativo al PDGFR-β presenta due porzioni limitate della sequenza, non 
abbiamo potuto ricavare una valutazione rigorosa delle ipotetiche strutture secondarie 
assunte dalla molecola bersaglio, né verificare l’unicità del sito di legame/scissione, 
essendo il trascrittoma di maiale molto limitato. Nonostante la condizione poco favorevole, 
con l’aiuto di un programma di calcolo, basato sulla termodinamica del ripiegamento delle 
sequenze di RNA, abbiamo selezionato un sito di scissione, GUU, localizzato al nucleotide 
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288 della porzione nota dell’mRNA del PDGFR-β che sembrava favorevole. Su tale 
sequenza è stato disegnato il ribozima e ne è stata decisa la sintesi. 
 
b) sintesi e purificazione del ribozima e del suo bersaglio minimo  
La sequenza catalitica del ribozima, precedentemente disegnata, è stata sintetizzata con due 
diversi metodi:  
 
 Per via chimica mediante l’uso di un sintetizzatore di oligonucleotidi, che esegue cicli 
di sintesi in maniera automatica. La sintesi avviene in fase solida, in condizioni anidre ed 
in atmosfera inerte di Argon, sfruttando la chimica delle fosforoammiditi. La strategia di 
sintesi prevede l’inserimento di un monomero alla volta ad una catena crescente e procede 
in direzione 3’-5’, a differenza di quanto accade in ambito biologico. I monomeri utilizzati 
sono β-cianoetil fosforoammiditi, caratterizzati dalla presenza di gruppi protettori sulle 
basi azotate, sull’atomo di fosforo in posizione 3’ e sui gruppi idrossilici in posizione 2’e 
5’.  
 
 Per via enzimatica. In questo caso, il primo passo è stato la preparazione del DNA 
stampo, a singolo filamento, mediante sintesi chimica automatica. Successivamente, con 
una reazione enzimatica di elongazione (DNA polimerasi) di un corto innesco di DNA 
appaiato al singolo filamento di sintesi abbiamo potuto ottenere la specie a doppio 
filamento, necessaria alla trascrizione “in vitro”. Il DNA a doppio filamento è stato 
successivamente usato come stampo per la reazione enzimatica di trascrizione “in vitro” 
mediante l’enzima T7 RNA polimerasi, in presenza di ribonucleotidi trifosfato. 
Anche il bersaglio ribonucleotidico (sequenza minima) è stato preparato mediante sintesi 
chimica. La scelta di una sequenza bersaglio minima è stata fatta nell’ottica di una sua 
rapida utilizzazione nelle successive valutazioni sperimentali delle proprietà catalitiche del 
ribozima. In questo caso, la sintesi per via enzimatica ha fornito prodotti con un basso 
grado di purezza; probabilmente a causa di una minore efficienza dell’enzima usato per la 
trascrizione, la cui “corsa” lungo lo stampo di DNA risulta più stabile (e quindi più 
efficiente) quando il “binario” (il filamento di DNA) è più lungo. Sulla base 
dell’esperienza fatta, il metodo di sintesi per via chimica è risultato preferibile al metodo di 
sintesi per via enzimatica perché garantisce una maggiore purezza del prodotto con 
rendimenti notevolmente più alti. 
Il procedimento di recupero dei prodotti di sintesi prevede il distacco dalla fase solida sulla 
quale è stata svolta la sintesi (vetro a porosità controllata) e la rimozione dei diversi 
sostituenti presenti a protezione dei gruppi funzionali. Dopo la deprotezione i prodotti 
ottenuti sono stati analizzati e purificati mediante cromatografia liquida ad alta risoluzione 
(HPLC).  
 
c) caratterizzazione del ribozima: quantificazione, efficienza catalitica  
I prodotti purificati sono stati quantificati mediante misure di assorbimento UV a 260 nm. 
In seguito il ribozima è stato caratterizzato dal punto di vista catalitico mediante misure di 
tipo cinetico della reazione di scissione effettuata sul bersaglio minimo. Questo tipo di 
studio ci ha consentito di dimostrare innanzitutto che il ribozima è effettivamente capace di 
scindere l’RNA bersaglio. L’analisi delle proprietà cinetiche è stata realizzata utilizzando 
un metodo cromatografico di misura che permette di separare il substrato dai prodotti di 
cleavage mediante HPLC a scambio anionico. Con questo metodo abbiamo potuto 
quantificare ad ogni tempo di misura del progresso della reazione, simultaneamente ed in 
maniera accurata il substrato, i prodotti di scissione e il ribozima. I dati ottenuti sono stati 
poi elaborati allo scopo di calcolare: le frazioni del bersaglio residuo e dei prodotti formati, 
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le velocità iniziali (v0), le relative Kobs, la costante di Michaelis-Menten Km e la costante 
catalitica Kcat. Le proprietà cinetiche sono state studiate in condizioni di multiple turnover, 
ovvero in eccesso di substrato rispetto al ribozima, a concentrazioni diverse di ioni 
magnesio. Quest’ultimo, infatti, presenta un ruolo importante per l’attività del ribozima e il 
suo contributo alla velocità della reazione di scissione è stato valutato. 
 
d) conclusioni 
I risultati ottenuti hanno mostrato l’effettiva capacità del ribozima, da noi realizzato, di 
catalizzare la scissione dell’RNA bersaglio. Anche la dipendenza della sua attività rispetto 
alla concentrazione di ioni magnesio, conferma la bontà del ribozima che presenta una 
discreta funzionalità anche in condizioni sfavorevoli, di bassa concentrazione dello ione 
metallico. Questo lavoro sperimentale dimostra la validità della metodica utilizzata in 
termini di progettazione e sintesi del ribozima e al tempo stesso introduce metodiche molto 
accurate per misurarne l’efficienza catalitica. Questo primo livello metodologico di sintesi 
e caratterizzazione rappresenta il punto di partenza di una tecnologia di “knock-down” 
genico, la cui tappa immediatamente successiva riguarderà la somministrazione a sistemi 
biologici modello. In tal caso, l’azione catalitica dovrà trasformarsi in un effetto biologico 
misurabile e indicativo dell’inibizione della funzione “bersaglio” prescelta. Questo naturale 
completamento del progetto aprirà le porte all’utilizzo dei ribozimi a fini investigativi, 
nella convalida del ruolo di marcatori di patologia, e nell’identificazione di nuovi bersagli 
terapeutici, per l’inibizione di anomalie fisiopatologiche. 
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Capitolo 1: Introduzione 
 
Lo stato di salute dei cittadini rappresenta un impegno sociale ed economico molto pesante 
a carico delle diverse comunità e in taluni casi rappresenta l’onere principale cui i governi 
locali devono far fronte. I progressi della conoscenza in ambito bio-medico sulle origini, lo 
sviluppo e i meccanismi delle numerose patologie stanno fornendo sostanziali contributi al 
miglioramento delle diagnosi, all’introduzione di terapie più efficaci e alla prevenzione. In 
particolare le più recenti tecnologie d’indagine, basate su analisi ad ampio spettro delle 
diverse funzioni geniche, proteiche, metaboliche che vanno sotto il suffisso di “omiche” 
(genomica, trascrittomica, proteomica, metabolomica), sono in grado di fornire nuovi 
quadri interpretativi delle diverse manifestazioni patologiche. Da questi quadri è possibile 
individuare meccanismi e fattori chiave coinvolti nell’origine, nella progressione e negli 
esiti di una data malattia. Tuttavia, trattandosi d’interpretazioni dedotte collegando 
informazioni di diversa origine e collezioni di dati da banche internazionali, le diverse 
ipotesi devono essere convalidate mediante prove sperimentali opportunamente progettate. 
In questa prospettiva si colloca la tecnologia del “knock-down” genico secondo la quale è 
possibile inibire considerevolmente e in maniera selettiva un determinato gene e quindi la 
formazione del suo prodotto proteico. Il vantaggio di una tale inibizione in una cellula 
somatica “matura” risiede nel fatto che consente di verificare sperimentalmente in maniera 
diretta il ruolo che il medesimo gene riveste in un preciso quadro metabolico evidenziabile 
con quel modello cellulare.  
 
1.1 Il “knock-down” genico nella convalida dei marcatori di patologia e 
nell’identificazione di nuovi bersagli terapeutici  
 
Il sequenziamento del genoma umano ha rappresentato il punto di arrivo di un intricato 
percorso iniziato molti anni fa con la meravigliosa scoperta della struttura del DNA fatta da 
Watson e Crick nel 1953.  
Ad oggi risulta essere il punto di partenza di un nuovo entusiasmante cammino che sta 
aprendo nuove porte e nuove frontiere allargando i confini della scienza. 
Inaspettatamente solo il 2% dell’intera sequenza del genoma umano codifica proteine le 
cui funzioni sono ancora da chiarire; come conseguenza di tale osservazione numerose 
discipline  hanno preso vita e forma.  
La trascrittomica, la proteomica, la metabolomica sono solo alcune di queste nuove 
discipline, definite post-genomiche, che stanno cercando di trovare una risposta al 
problema di quale ruolo abbiano i diversi geni al fine di offrire una visione globale dei 
processi biologici. 
Tali tecnologie forniscono un’impressionante mole di dati e di informazioni che 
permettono la generazione di nuove ipotesi atte a chiarire il legame esistente tra 
l’espressione di uno o più geni e lo sviluppo di un preciso fenotipo. 
L’uso di queste discipline emergenti insieme a potenti strumenti (molecolari, 
bioinformatici, strumentali), progettati per fornire collegamenti funzionali dai geni ai 
fenotipi, ha reso possibile l’identificazione del ruolo di numerosi fattori chiave coinvolti in 
molteplici processi fisiopatologici. 
Conoscendone il ruolo è possibile, quindi, discriminare gli elementi che sono responsabili 
dell’insorgenza di una determinata patologia, della sua progressione e del suo decorso. In 
questo modo sono stati individuati nuovi presunti bersagli terapeutici. 
La convalida di questi ipotetici bersagli è eseguita, spesso, dall’industria farmaceutica 
durante lo sviluppo dei farmaci. Questa fase, tuttavia, può essere molto dispendiosa in 
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termini di costi e di tempo richiesto. Di conseguenza metodologie alternative in grado di 
fornire una rapida convalida sono preferibili e necessarie per riuscire a soddisfare la 
crescente domanda riguardante l’assegnazione della funzione e del ruolo dei geni di cui 
ancora poco si conosce. 
A tale scopo, i criteri necessari per poter definire la funzione di un determinato gene 
debbono rispondere a due requisiti fondamentali: 
a) La possibilità di modificare la sua attività in modo significativo. 
b) La confidenza che tale modificazione sia limitata al gene di interesse. 
Una metodologia che risponde ai requisiti sopraccitati e che è ampiamente utilizzata è la 
tecnologia del “knock-down” genico. 
 
Il “knock-down” genico è una tecnica mediante la quale l’espressione di uno o più geni 
dell’organismo è inibita attraverso l’uso di oligonucleotidi sintetici (che hanno una 
sequenza complementare all’mRNA trascritto o al gene in questione oppure sono in grado 
di interagire con la proteina codificata alterandone la funzione).  
La variazione dell’espressione genica, causata da oligonucleotidi sintetici che legano 
l’mRNA o il DNA del gene, dipende da un’inibizione temporanea (inibizione transiente) 
che non implica alcuna modificazione del DNA cromosomico. 
L’alterazione dell’espressione genica può essere ottenuta agendo ad uno dei diversi livelli 
di quel complicato processo che conduce alla biosintesi proteica. 
I principali bersagli degli agenti di natura oligonucleotidica sono, infatti, (Figura 1): 
- L’attività trascrizionale. 
- L’attività traduzionale. 
- L’attività della proteina espressa dal gene.  
 
 
 
Figura 1. Principali bersagli e strumenti utilizzati nella strategia di “knock-down” genico. 
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Nel “knock-down” genico il legame di questi oligonucleotidi sintetici alla sequenza 
bersaglio puo avvenire a livello del DNA o dell’RNA. Nel primo caso si ottiene una 
riduzione dell’espressione mediante il blocco della trascrizione (legame temporaneo al 
DNA genomico) nel secondo caso si genera il blocco della traduzione (sia che si tratti 
dell’mRNA che del pre-mRNA non ancora processato). Con gli oligonucleotidi è possibile 
anche indurre un blocco dell’attività della proteina espressa dal gene in questione. 
Questa strategia offre alcuni vantaggi se confrontata alla tecnologia del “knock-out” 
genico, una tecnica che permette l’ottenimento di un organismo transgenico in cui è 
permanentemente soppressa l’espressione di un determinato gene con lo scopo di studiare 
gli effetti di quella precisa inattivazione nel contesto dell’organismo intero e del suo 
sviluppo.  
Caratteristica del “knock-down” genico è quella di agire su cellule mature differenziate, al 
contrario del “knock-out” genico che agisce su cellule staminali embrionali. Vincoli dovuti 
ai processi di sviluppo dall’embrione all’individuo adulto ed eventi letali possono 
condizionare pesantemente questo secondo tipo di approccio.  
Un ulteriore vantaggio a favore della tecnologia del “knock-down” genico è rappresentato 
dalla possibilità di ripristinare l’attività del gene silenziato.  
La tecnologia del “knock-down” genico è diventata molto popolare nella ricerca di base e 
nella ricerca applicata, specialmente nei campi della genomica funzionale e terapeutica. 
Infatti l’inibizione di un singolo gene in un definito contesto fisiopatologico può chiarire il 
contributo del gene alla patologia e può mettere in luce il potenziale terapeutico che 
presenta la sua inattivazione.  
Di conseguenza, tale metodologia risulta essere sia uno strumento per la convalida di nuovi 
bersagli terapeutici sia un mezzo per riuscire a scoprire nuovi marcatori fisiopatologici, 
fornendo una sponda sperimentale a completamento dei lavori di ricerca portati avanti 
dalle discipline post-genomiche come la proteomica.  
 
 
 
1.1.1 Gli oligonucleotidi sintetici come strumenti per il “knock-down” genico 
 
Esistono numerosi agenti di natura oligonucleotidica in grado di agire in modo selettivo a 
diversi livelli dell’espressione genica (come mostrato in Figura 1). 
Tra questi si ricordano gli oligonucleotidi antisenso, gli aptameri, gli siRNA, i DNazimi e i 
ribozimi.  
 
Oligonucleotidi antisenso 
 
Gli oligonucleotidi antisenso sono piccoli segmenti di DNA a singolo filamento che in 
seguito ad internalizzazione cellulare, possono inibire selettivamente l’espressione di un 
singolo gene. Nella terapia convenzionale l’oligonucleotide antisenso forma una doppia 
elica con l’mRNA o il pre-mRNA inibendone la traduzione o la maturazione e inibendo, di 
conseguenza, la biosintesi della proteina (Figura 2). 
La formazione della doppia elica è possibile perché questi oligonucleotidi hanno una 
sequenza complementare all’mRNA o al pre-mRNA del gene di interesse. 
Due sono i meccanismi che sono stati proposti per spiegare il blocco traduzionale generato 
da questi oligonucleotidi:  
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- Il primo, suggerisce che il legame della sequenza con il suo bersaglio impedisca al 
ribosoma il naturale “scorrimento” lungo il filamento e ne provochi il distacco. 
Inoltre questo legame può interferire sull’interazione dell’RNA con il macchinario 
cellulare richiesto per la sintesi proteica (ad esempio quando l’oligonucleotide 
antisenso è diretto contro la regione prossima al cap all’estremita 5’ della molecola 
di mRNA questa non sarà in grado di legarsi al ribosoma). 
- Il secondo, prevede l’attivazione dell’RNasi H, un enzima che riconosce, come 
anomalo, l’appaiamento ibrido DNA-RNA e degrada selettivamente l’mRNA 
bersaglio all’interno della cellula. 
La progettazione degli oligonucleotidi antisenso deve prendere in considerazione alcuni 
punti critici:  
- la lunghezza (che va da 12 a 28 basi al fine di ottenere appaiamenti 
sufficientemente stabili dal punto di vista termodinamico). 
- La capacità di ibridizzazione (è necessario evitare la scelta di siti bersaglio 
difficilmente accessibili perché coinvolti in strutture secondarie e terziarie 
ripiegate). 
- La conformazione secondaria (è fondamentale scartare sequenze antisenso inattive 
perché soggette a ripiegamento intramolecolare spontaneo, con conseguente 
formazione di strutture stabili che non hanno la capacità di appaiarsi alla sequenza 
target). 
- La chimica dello scheletro fosfodiesterico che deve sopravvivere per tempi 
sufficientemente lunghi all’ambiente intracellulare ricco di enzimi nucleolitici (è 
importante mettere in atto precise modificazioni chimiche, come ad esempio 
l’introduzione di legami fosforotioati o metil fosfonati nello scheletro). 
 
 
 
 
Figura 2. Meccanismo d’azione degli oligonucleotidi antisenso. Legame specifico alla regione 
complementare dell’mRNA target, con conseguente blocco della traduzione. 
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Aptameri 
 
Gli aptameri sono corte molecole di acido nucleico (DNA-RNA) a singolo filamento in 
grado di interagire direttamente con una precisa molecola bersaglio. 
Questi sono ottenuti dopo complicati procedimenti di selezione “in vitro” verso il bersaglio 
molecolare prescelto (proteico o di altra natura) a partire da collezioni combinatorie di 
sequenze casuali sintetiche. Essi presentano una struttura tridimensionale che si adatta alla 
geometria molecolare della molecola bersaglio usata per la selezione (Figura 3).  
Gli aptameri sono in grado di legarsi, come gli anticorpi, a specifici ligandi come proteine, 
altri acidi nucleici oppure piccole molecole come i farmaci.  
Le capacità di legame degli aptameri possono essere sfruttate per interferire con specifiche 
proteine coinvolte nello sviluppo di alcune patologie (gli aptameri agiscono quindi a valle 
di quella cascata di eventi che porta alla biosintesi proteica). 
I punti di forza degli aptameri sono la specificità, l’assenza di immunogenicità e la stabilità 
delle formulazioni farmaceutiche. 
 
 
 
Figure 3. Metodo di progettazione di un aptamero in grado di legare in modo selettivo una specifica 
proteina. Con questo metodo si modula l’espressione genica agendo direttamente sul prodotto finale 
del processo di espressione di un gene, ovvero la proteina. 
 
 
 
siRNA 
 
Gli “short interfering”-RNA, o più semplicemente siRNA, sono corte molecole di 21-23 
nucleotidi di RNA a doppio filamento, di cui uno dei due segmenti è complementare alla 
sequenza dell’mRNA di cui si vuole bloccare la traduzione. 
Una volta all’interno della cellula, le molecole di siRNA si associano ad un complesso 
multiproteico denominato RISC (RNA-induced silencing complex) avente attività 
ribonucleasica.  
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Inizialmente, lo svolgimento dell’RNA determina l’incorporazione di uno dei due filamenti 
nel complesso RISC mentre l’altro viene scartato. Successivamente, l’ibridazione con la 
sequenza complementare contenuta nell’mRNA bersaglio indirizza la porzione 
ribonucleasica del complesso multiproteico  verso il sito dell’appaiamento determinando la 
scissione della molecola endogena “catturata”. 
Questo meccanismo provoca il silenziamento del gene di interesse. 
Come tutti gli altri agenti oligonucleotidici gli siRNA possono essere sintetizzati e 
veicolati nelle cellule (somministrazione esogena) oppure possono essere generati “in 
vivo” mediante un opportuno transgene. 
La produzione “in vivo” si può effettuare anche utilizzando lunghe molecole di RNA a 
doppio filamento (dsRNA) che riproducono una consistente porzione del bersaglio da 
inattivare. Questi trascritti artificiali vengono processati da un enzima chiamato Dicer, in 
grado di scinderli in frammenti di lunghezza minore, tipicamente di 21-23 nucleotidi. Si 
origina così una collezione di siRNA che, con il coinvolgimento del complesso 
mutiproteico RISC, è in grado di modulare negativamente l’espressione genica (Figura 4). 
 
 
 
Figura 4. Meccanismo d’azione degli short-interfering RNA. L’RNA a doppio filamento viene 
introdotto all’interno della cellula e viene processato da un enzima Dicer, per formare una collezione 
di siRNA. Ogni singola molecola di siRNA interagisce con il complesso multiproteico RISC, questo 
svolge la doppia elica del siRNA in modo tale che sul complesso rimane associato il filamento antisenso. 
In questo modo è possibile il legame con la sequenza complementare presente sull’mRNA target. 
Questo meccanismo conduce alla scissione di tale mRNA, con conseguente blocco della traduzione. 
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DNAzimi 
 
Hanno un meccanismo che somiglia quello dei ribozimi (vedi paragrafi seguenti), ma sono 
costituiti da sequenze di DNA a singolo filamento. Se da un lato i DNAzimi presentano, 
rispetto ai ribozimi, una maggiore resistenza alle nucleasi ed una maggiore facilità di 
sintesi dall’altro lato essi si legano con minor efficienza al bersaglio di RNA e necessitano 
di regioni più lunghe di appaiamento. Per questo possono avere una ridotta specificità di 
azione verso la sequenza bersaglio. In generale, quella dei DNAzimi è una tecnologia 
meno conosciuta e praticata. 
 
Ribozimi 
 
I ribozimi sono molecole di RNA che hanno un’attività catalitica in grado di promuovere 
reazioni di varia natura. I più conosciuti e studiati sono quelli capaci di effettuare la 
scissione di legami covalenti di filamenti di RNA in corrispondenza di siti specifici. Fra 
questi il ribozima “hammerhead” è il più piccolo RNA catalitico dotato di attività 
endoribonucleasica conosciuto. Risulta essere quello più studiato perché facilmente 
ottenibile per via sintetica (Citti et al 2005). 
I ribozimi “hammerhead” si legano selettivamente all’mRNA bersaglio e formano una 
struttura tridimensionale altamente conservata in grado di catalizzare la scissione della 
sequenza di RNA catturata. 
Grazie alla loro capacità di degradare l’mRNA, i ribozimi sembrano dotati di un elevato 
potenziale biologico e terapeutico in applicazioni mirate alla modulazione selettiva 
dell’espressione genica. 
Il ribozima hammerhead mostra una struttura secondaria costituita da 17 nucleotidi 
altamente conservati che compongono il dominio catalitico. Questo dominio catalitico 
connette tra loro tre eliche non conservate (stem) che rappresentano rispettivamente il 
dominio legante il bersaglio (rappresentato da due braccia in grado di appaiarsi con la 
sequenza da scindere) e il dominio strutturale del ribozima (Tedeschi et al 2009) (Figura 
5).  
I fattori critici da considerare per assicurare il successo di una strategia di “knock-down” 
genico mediante ribozimi sono:  
a) l’efficienza della veicolazione intracellulare (cell delivery), che corrisponde in 
termini farmacologici alla dose utile disponibile a livello del sito di azione 
b) l’emivita del ribozima nell’ambiente biologico notoriamente ricco di enzimi 
nucleolitici 
c) la velocità di turnover dell’RNA bersaglio che potrebbe risultare estensivamente 
trascritto specie in condizioni di stress 
d) l’emivita dei relativi prodotti proteici la cui persistenza nel compartimento 
cellulare o tissutale prolunga il tempo di latenza dell’effetto del ribozima 
Un turnover eccessivamente rapido dell’RNA o l’emivita eccessivamente lento della 
proteina possono prevenire l’effetto biologico dell’inibitore molecolare; infatti per poter 
osservare un cambiamento fenotipico è necessario che i livelli del prodotto genico siano 
ridotti. 
Gli approcci generalmente utilizzati in una strategia di “knock-down” genico mediante 
ribozimi sono due. Il primo prevede la produzione del ribozima mediante trasfezione con 
vettori di espressione che, una volta veicolati, sono in grado di trascrivere estensivamente 
in maniera endogena il ribozima all’interno della cellula trasfettata. 
Il secondo coinvolge la somministrazione esogena di ribozimi di sintesi. 
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Il primo approccio, il più usato dai biologi molecolari, è fortemente limitato dalla bassa 
efficienza di trasfezione. Il secondo, è più efficiente, ma richiede somministrazioni ripetute 
o accorgimenti che prolunghino l’emivita del ribozima all’interno della cellula. Per 
ottenere un effetto persistente è possibile impiegare molecole oligonucleotidiche 
modificate chimicamente, che rendono il ribozima resistente alle ribonucleasi. 
Un problema universale che può limitare l‘utilizzo dei ribozimi come strumento per il 
“knock-down” genico è rappresentato dall’accessibilità al sito bersaglio. Tuttavia tale 
limitazione è stata in parte superata mediante co-somministrazione di oligonucleotidi 
“facilitator” in grado di “aprire” strutture stabilmente appaiate presenti sull’RNA target in 
prossimità del sito di legame del ribozima. 
 
Poiché il ribozima “hammerhead” è l’oggetto della presente Tesi di Laurea, l’analisi della 
storia, della struttura, del meccanismo di catalisi di questo ribozima merita una trattazione 
più estesa e approfondita che è riportata nel successivo paragrafo 1.2. 
 
 
 
Figura 5. Rappresentazione schematica di un ribozima hammerhead, con le linee tratteggiate che 
mettono in evidenza i distinti domini funzionali. La freccia indica il sito di cleavage, mentre la 
sequenza di lettere indica la sequenza a singolo filamento del core catalitico.  
 
 
1.1.2 Confronto e scelta dello strumento di “knock-down” genico più appropriato 
 
Il più comune approccio di “knock-down” genico risulta essere quello del silenziamento 
genico RNA-dipendente ottenuto con la somministrazione di oligonucleotidi antisenso, 
ribozimi oppure siRNA.  
Si evince che la strategia preferenzialmente scelta per modulare l’espressione genica risulta 
essere il blocco o l’inibizione della traduzione. 
In questo contesto, i ribozimi e gli siRNA, in virtù della loro alta efficienza, sono gli 
inibitori più utilizzati rispetto ai meno attivi oligonucleotidi antisenso. 
Tutti gli inibitori oligonucleotidici riconoscono il loro RNA bersaglio attraverso interazioni 
complementari, tra le basi, che generano strutture a doppia elica. Pertanto la specificità di 
legame dipende dalla sequenza nucleotidica e dalla termodinamica degli appaiamenti. 
Alcune sequenze possono, tuttavia, essere condivise tra molecole di mRNA di origine 
diversa, sollevando una questione chiave che riguarda la corretta progettazione di questi 
inibitori oligonucleotidici: la specificità. Ovvero, si pone l’assoluta necessità di progettare 
oligonucleotidi in grado di legare in maniera specifica solo la sequenza presente 
  
15 
sull’mRNA bersaglio prescelto senza produrre interazioni “collaterali” con porzioni di 
trascritti diversi da quello desiderato. Questo fenomeno è denominato come “off-target-
effect” e rappresenta uno dei problemi cruciali nella selezione degli strumenti di knock-
down. 
Vediamo l’impatto di questo importante fenomeno sui due strumenti di “knock-down” 
genico più utilizzati, vale a dire gli siRNA e i ribozimi (in particolare concentreremo 
l’attenzione sui ribozimi hammerhead). 
Il sistema dell’RNA interference è mediato, come mostrato in precedenza, da uno specifico 
macchinario cellulare, il complesso multiproteico RISC, che permette di catturare l’mRNA 
target. Sia gli siRNA che i miRNA (un'altra famiglia di piccoli RNA doppio filamento) 
condividono un analogo meccanismo di modulazione dei processi di traduzione degli 
mRNA all’interno della cellula mediato dal medesimo complesso RISC. Tuttavia, mentre 
gli siRNA necessitano di un appaiamento perfetto per innescare la reazione di scissione del 
bersaglio catturato, l’attività modulatoria indotta dai miRNA sulla traduzione dell’mRNA 
bersaglio richiede il perfetto appaiamento di un segmento di soli 7 nucleotidi (sequenza 
“seed”) mentre la rimanente porzione forma appaiamenti imperfetti. 
In questa situazione i componenti proteici del RISC contribuiscono alla stabilità dell’intero 
complesso e garantiscono il legame con bersagli differenti, che tuttavia condividono la 
stessa sequenza “seed”. 
In questo modo i miRNA possono garantire la modulazione multipla dell’espressione di 
numerosi geni contemporaneamente. Gli siRNA, dal canto loro, possono agire in maniera 
miRNA-simile. Ne consegue che essi possono interferire con la traduzione di un numero 
imprecisato di geni, grazie alle interazioni contemporanee che possono instaurare con i 
diversi mRNA. Basta che l’estremità del segmento incorporato all’interno di RISC, 
comportandosi in maniera simile alla sequenza “seed” di un miRNA, trovi omologia in 
quanti mRNA incontra.  
Questo si traduce nella possibilità, da parte dei siRNA, di indurre incontrollabili effetti di 
“off-target”, compromettendo la definizione dell’esatta funzione del gene di interesse. 
La medesima spiegazione può giustificare perché risulti quasi impossibile riuscire a trovare 
uno siRNA inattivo da utilizzare negli esperimenti di controllo. 
I ribozimi hammerhead devono la loro specificità di legame, così come gli siRNA, 
all’appaiamento con sequenze complementari presenti sull’mRNA bersaglio. A differenza 
però degli stessi siRNA, i ribozimi hammerhead si legano alla sequenza bersaglio grazie a 
due segmenti (o braccia) di legame non contigui. In questo caso si può considerare 
l’appaiamento con la sequenza bersaglio come il caso di una doppia serratura che richiede 
due chiavi indipendenti per essere aperta, rappresentate dalle due braccia di legame non 
contigue. 
La formazione del complesso catalitico è fortemente condizionata dall’integrità della 
sequenza bersaglio che riuscendo a mettere “a registro” le braccia del ribozima può 
garantire una specificità quasi assoluta. 
Parziali omologie causate dal legame, all’mRNA, di una sola delle due braccia in 
questione, porta alla formazione di un complesso target-ribozima instabile ed inattivo. 
Infatti, non si ottiene il corretto ripiegamento del core catalitico che quindi non è in grado 
di operare la scissione del legame bersaglio (Figura 6). E’ quindi condizione necessaria che 
tutte e due le sequenze non contigue del ribozima siano in grado di appaiarsi con le regioni 
complementari presenti sul target affinché il complesso target-ribozima sia stabile e attivo. 
Questa caratteristica è stata sperimentalmente confermata da osservazioni che dimostrano 
come i ribozimi hammerhead siano in grado di discriminare tra mRNA che differiscono di 
un singolo nucleotide, sia che questo sia posizionato all’interno delle sequenze 
complementari sia che si trovi nelle immediate vicinanze del sito di cleavage. 
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Un altro aspetto, che fornisce un vantaggio aggiuntivo all’uso dei ribozimi hammerhead, è 
rappresentato dal fatto che la loro specificità di azione può essere verificata 
sperimentalmente mediante l’uso di due sistemi di controllo correlati: 
- L’utilizzo di una versione inattiva del ribozima, capace di legarsi ma incapace di 
tagliare l‘mRNA target. 
- L’utilizzo di una versione che pur dotata di un dominio catalitico attivo non è 
capace di riconoscere e legare il bersaglio (dominio di legame mutato) 
Una caratteristica importante che distingue i ribozimi hammerhead riguarda la loro 
capacità di agire senza la mediazione di componenti cellulari; a differenza degli siRNA che 
necessitano del complesso multiproteico RISC per poter espletare la loro azione. 
Questo fatto si riflette in un notevole vantaggio, non solo perché rende i ribozimi degli 
strumenti completamente autonomi, ma perché permette di estendere l’azione di questi 
anche ad altri compartimenti cellulari, oltre al citosol, dove normalmente vengono veicolati 
e agiscono. 
Infatti sia gli siRNA che i ribozimi somministrati esogenamente, agiscono in genere 
sull’RNA citoplasmatico. Tuttavia, mentre l’attività degli siRNA è fortemente limitata dal 
macchinario cellulare, rappresentato dal complesso RISC che si localizza esclusivamente a 
livello citoplasmatico, i ribozimi possono essere indirizzati verso differenti compartimenti 
cellulari. 
 
 
 
Figura 6. Interazione target-ribozima. (a) Rappresentazione schematica di un ribozima hammerhead 
che lega il substrato in modo completo, con entrambe le sequenze di legame. L’energia di legame 
calcolata assicura la formazione di un complesso stabile. Al contrario, dopo la scissione, l’energie di 
legame calcolate (b) e (c) sulle singole sequenze di legame sono inferiori e molto meno stabili. Queste 
proprietà sono fondamentali per garantire un efficace rilascio dei frammenti di scissione e per 
prevenire il legame del ribozima a sequenze non desiderate. Infatti mRNA complementari ad una sola 
sequenza di legame non potranno essere legati o tagliati dai ribozimi hammerhead (Tedeschi et al 
2009). 
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In conclusione i ribozimi hammerhead, sebbene presentino un’efficacia leggermente 
inferiore agli siRNA, sono dei potenti strumenti molecolari caratterizzati da una altissima 
specificità per il target, da enormi potenzialità in termini di sviluppo e di applicazione, che 
si mostrano superiori agli altri agenti oligonucleotidici impiegati come strumenti di 
“knock-down” genico. 
Tutte queste caratteristiche giustificano la loro applicazione nell’identificazione di nuovi 
bersagli terapeutici e nella convalida dei marcatori patologici.  
Quando l’obiettivo della ricerca è rappresentato dalla scoperta di nuovi target terapeutici, 
metodi di inibizione veloci e altamente produttivi sono quelli preferibili. A tale scopo la 
tecnologia che prevede l’uso degli siRNA risulta essere quella più adatta, perché meno 
costosa e più veloce da realizzare. Quando questi nuovi target terapeutici devono essere 
validati è necessario ottenere una selettiva inibizione del gene in questione, per dimostrare 
con un’alta confidenza il coinvolgimento di tale gene nel pathway patologico investigato. 
A tale scopo la realizzazione di una strategia di “knock-down” mediante ribozimi 
hammerhead, nonostante sia più complessa e costosa, rappresenta la scelta elettiva grazie 
alla sua elevatissima specificità, che può essere verificata sperimentalmente. 
 
 
 
1.2. I ribozimi hammerhead, storia, struttura, meccanismo della catalisi 
 
Fino agli inizi degli anni ’80, l’RNA era tradizionalmente visto come una molecola che si 
limita a trasferire informazioni genetiche dal nucleo al citoplasma o che in alternativa 
contribuisce a soddisfare le esigenze strutturali dei complessi RNA-proteina. Tuttavia nel 
1982 fu fatta un’incredibile e sconvolgente scoperta che cambiò profondamente lo scenario 
fin lì proposto; per la prima volta furono poste alla luce le proprietà catalitiche dell’RNA. 
Il responsabile di tale scoperta fu Thomas Cech che per i suoi studi ha ricevuto, insieme a 
Sidney Altman, il premio Nobel per la chimica nel 1989. 
Per esempio, la maturazione dei tRNA mediata dall’RNasi P e lo “splicing” degli introni 
sono reazioni endonucleolitiche dove l’acido ribonucleico svolge la catalisi (Michael F et 
al 1989, Cech T.R. 1990). 
Le proprietà dell’RNA rendono concettualmente possibile l’idea di un mondo prebiotico 
definito “mondo a RNA” dove l’evoluzione delle molecole potrebbe essere la base 
dell’evoluzione della specie.  
Le molecole catalitiche di RNA sono state chiamate ribozimi per la loro similitudine con le 
proteine enzimatiche. Le proprietà dei ribozimi sono strettamente correlate con le loro 
conformazioni strutturali, spesso molto complesse. 
I ribozimi hammerhead sono i più piccoli RNA catalitici dotati di attività 
endoribonucleolitica.  
Furono scoperti all’interno di RNA naturali di forma circolare presenti in alcuni viroidi e 
nell’RNA satellite (virusoidi) di alcuni virus di piante (Forster e Symons 1987; Prody et al 
1986). 
I viroidi sono molecole di RNA infettive, che non possiedono rivestimento proteico. I 
virusoidi sono simili ai viroidi, ma vengono incapsidati da un virus insieme al proprio 
genoma. I virusoidi, noti anche col nome di RNA satellite, non sono in grado di replicarsi 
autonomamente, ma richiedono l’assistenza del virus.  
La replicazione di questi RNA circolari (viroidi e virusoidi) avviene per “rolling circle”. 
Questo tipo di replicazione produce un singolo lungo filamento (multimero) costituito da 
copie multiple della sequenza di partenza. Tale filamento contiene al suo interno i motivi 
catalitici hammerhead dotati di attività di scissione in cis, cioè in grado di tagliare se stessi 
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all’interno del medesimo filamento della sequenza target, generando così singoli monomeri 
lineari, che verranno circolarizzati in una fase successiva. 
 
Dopo gli studi iniziali, alla fine degli anni ’80 i ribozimi hammerhead sono stati 
ingegnerizzati con successo, producendo delle molecole con attività di scissione in trans, 
in grado cioè di scindere altre molecole di RNA. Questi ribozimi “trans-acting” hanno la 
capacità di promuovere una scissione sequenza-specifica di molecole di RNA, contro le 
quali vengono appositamente progettati (Citti e Rainaldi 2005). Questa importante scoperta 
suscitò un grande interesse nella comunità scientifica, decretando una significativa svolta 
nel ruolo dei ribozimi a livello della ricerca di base e della ricerca applicata. 
Da allora sono stati progettati numerosi ribozimi contro precise sequenze di RNA, al fine 
di modulare l’espressione di specifici geni.  
Ad oggi, sono stati pubblicati numerosi studi in grado di testimoniare il successo di una 
strategia di knock-down genico che coinvolge l’uso dei ribozimi come strumenti per la 
modulazione dell’espressione genica. 
 
La struttura secondaria dei ribozimi hammerhead consiste di una sequenza a singolo 
filamento altamente conservata, comprendente più o meno 15 nucleotidi, che connette tra 
loro tre eliche di arbitraria sequenza e lunghezza (stem).  
Questi ribozimi “trans-acting” sono costituiti da tre distinti domini:  
- Un dominio di legame all’RNA bersaglio, consistente in due braccia non contigue 
in grado di appaiarsi con il bersaglio per generare gli stem I e III. Tali sequenze 
leganti rappresentano i motivi “antisenso” della struttura e conferiscono al ribozima 
la specificità per il bersaglio. 
- Un dominio catalitico, costituito dalla sequenza altamente conservata a singolo 
filamento che connette rispettivamente lo stem I allo stem II e lo stem II allo stem 
III. Di fondamentale importanza all’interno di questa sequenza è il nucleotide 
rappresentato dall’uridina in posizione 7 (U7) (secondo la numerazione 
convenzionale di Hertel et al 1992, vedi Figura 7) la cui presenza è necessaria per 
garantire la reazione catalitica. 
- Un dominio strutturale, costituito dallo stem II, ovvero dalla regione centrale a 
doppio filamento, necessario per mantenere la geometria del core catalitico. 
 
L’unico requisito che l’RNA bersaglio deve possedere è una sequenza consenso di tre 
nucleotidi a livello del sito di scissione, NUH, dove N è un qualsiasi nucleotide (AGCU) e 
H può essere A, C, U ma non può mai essere G. 
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Figura 7. Rappresentazione schematica della struttura di un determinato ribozima hammerhead 
trans-acting che presenta la numerazione convenzionale proposta da Hertel at al nel 1992 e accettata 
dagli studiosi dei ribozimi. La freccia indica il sito di scissione a valle della sequenza di cleavage, NUH, 
qui rappresentata dalla tripletta GUC (Hertel et al 1992). 
 
 
La reazione di scissione catalizzata da un ribozima hammerhead consiste in una trans-
esterificazione di uno specifico legame fosfodiesterico, con la conseguente formazione di 
due frammenti: il frammento a valle della scissione (“down-stream”) che contiene in 
posizione 5’ un gruppo idrossile e il frammento a monte (“up-stream”) che contiene un 
fosfato ciclico 2’-3’. Il meccanismo con il quale procede questa reazione è una sostituzione 
nucleofila di tipo SN2. Il gruppo 2’-OH del ribosio, adiacente al legame fosfodiesterico 
scissile, attua un attacco nucleofilo in linea sull’atomo di fosforo, portando alla formazione 
di un di estere ciclico 2’-3’ fosfato all’estremità, X17, del complesso catalitico  e di un 
gruppo uscente 5’-OH libero sull’altra estremità corrispondente al nucleotide N1 della 
struttura. 
 
Una prima ipotesi sul meccanismo di catalisi proponeva il coinvolgimento di due ioni 
Mg++  esacoordinati che mediavano una catalisi acido-base generalizzata. Per questo 
motivo era stato ipotizzato che tutti gli RNA catalitici fossero dei metallo-enzimi (Pyle 
1993) che richiedono la presenza del Mg++  per effettuare la reazione catalitica. 
Tuttavia per molti anni i dati biochimici ottenuti erano in forte disaccordo con gli studi di 
strutturistica cristallografica condotti su cristalli di ribozimi hammerhead. Tali studi erano 
stati effettuati su sequenze hammerhead che erano state limitate alle minime sequenze 
attive cataliticamente, definite “minimal” (Uhlembeck 1987; Martick e Scott 2006) ed 
avevano definito la geometria “Y shaped” del complesso ribozima-substrato. Questa 
visione della struttura tridimensionale del ribozima “hammerhead” è stata accettata e 
considerata corretta fino ai più recenti dati strutturali pubblicati nel 2006 da Martick e 
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Scott. Questa revisione degli strudi strutturistici non solo fornisce una geometria spaziale 
diversa da quella “Y-shaped” ma ridimensiona anche il ruolo dello ione magnesio nel 
meccanismo di catalisi (Martick e Scott 2006). 
Il punto di partenza di questi studi è rappresentato dalla risoluzione della struttura 
cristallina di un naturale ribozima hammerhead di 63 nucleotidi proveniente dall’RNA 
satellite dello Schistosoma mansoni. Tale ribozima venne definito “full-lenght” o 
“extended” (extended HammerHead Ribozyme - eHHR) in contrapposizione a quelli 
impiegati in precedenza che erano definiti, come già affermato, “minimal” (mHHR). 
La struttura del ribozima ”extended” di Schistosoma mansoni, comune anche ad altri 
ribozimi naturali, contiene sequenze aggiuntive negli stem I e II caratterizzate dalla 
presenza di “hairpin-loop” o “bulge-loop” (Nelson e Uhlembeck 2008) [non conservati nei 
vari ribozimi naturali] che partecipano alla formazione di interazioni di tipo terziario. 
Queste interazioni sono in grado di connettere il loop presente sullo stem II al bulge-loop 
situato nelle regioni distali dello stem I (Figura 8). 
 
 
 
Figura 8. Rappresentazione della struttura secondaria del ribozima hammerhead full-lenght o 
extended (A) e della sua struttura tridimensionale (B) ottenuta in seguito a studi cristallografici. Il 
nucleotide al sito di cleavage, C17, è rappresentato in verde. I legami a idrogeno terziari sono indicati 
da sottili linee nere, mentre le interazioni terziarie di stacking sono rappresentati da sottili linee verdi. 
Le linee contenenti il tondo e il quadrato rappresentano le interazioni di Watson-Crick/Hoogsteen. Le 
linee con il quadrato seguito dal triangolo rappresentano le interazioni di Hoogsteen (purina-
zucchero). Nella figura A, si notano le interazioni terziarie tra i nucleotidi del loop II (rappresentati 
con una lettera L) e quelli del bulge I (rappresentati con una lettera B). (Martick e Scott 2006).  
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Queste interazioni terziarie, tra le regioni del loop e del bulge, inducono cambiamenti 
strutturali che influenzano la conformazione del core catalitico. 
Tali variazioni strutturali permettono ai nucleotidi C3 e G8 del domino catalitico di formare 
un accoppiamento stabile secondo i normali canoni di Watson e Crick e ai nucleotidi G12, 
A13 e A14 di orientarsi verso il sito catalitico (di scissione) rappresentato dal nucleotide C17. 
Tutto ciò permette al core catalitico di assumere la corretta conformazione, in cui il 2’-OH 
ed il fosfato, entrambi del nucleotide scissile (X17), e il 5’-OH del nucleotide a valle del 
sito di cleavage (N1) sono allineati in maniera appropriata da corrispondere alla corretta 
geometria “in linea” dell’attacco nucleofilo. In questo modo il ribozima hammerhead 
extended presenta una struttura che si avvicina a quella dello stato di transizione 
normalmente richiesto da un meccanismo di sostituzione nucleofila SN2. 
Al contrario gli studi cristallografici condotti sul ribozima mHHR mostrano orientamenti 
spaziali diversi dei nucleotidi del core catalitico. In questo contesto emerge che il 
nucleotide G8 si appaia in modalità “hoogsteen” con A13, mentre il nucleotide C3 
interagisce con il C17 favorendo una diversa struttura conformazionale, rispetto a quella 
mostrata dall’eHHR. Questa diversa struttura dell’mHHR risulta essere inattiva (Figura 9). 
 
 
 
Figura 9. Confronto tra le strutture del ribozima hammerhead minimal, mHHR (A) ed extended, 
eHHR (B). 
Le interazioni terziarie loop/bulge tra gli stem I e II, che si formano a livello delle sequenze aggiuntive 
del ribozima hammerhead extended, inducono una serie di cambiamenti strutturali che rimodellano la 
conformazione del core catalitico del full lenght (B) rispetto a quella del minimal (A). I principali 
cambiamenti sono la formazione di un appaiamento stabile tra G8 e C3 (magenta) a livello del full 
lenght, che si differenzia dall’interazione tra C3 e C17 (verde-magenta) presente nel minimal. Questo 
porta il nucleotide G8 del full-lenght a occupare la posizione che era di C17 (verde) nella struttura 
minimal. In considerazione di ciò il nucleotide C17 assume una nuova orientazione in grado di favorire 
la geometria “in linea” richiesta dalla reazione di sostituzione nucleofila SN2. La nuova orientazione di 
C17 nel full-lenght viene mantenuta dalle posizioni spaziali assunte da altri importanti nucleotidi del 
core catalitico, come A13, A14 (non rappresentati in figura), G5 (argento) e G12 (blu), la cui posizione è 
simile in entrambe le strutture, ma nel full lenght esso interagisce con il ribosio del C17 (linea arancione 
tratteggiata) favorendo la scissione. Un importante risultato della nuova orientazione di C17 nel full-
lenght è l’avvicinamento spaziale al fosfato del nucleotide A9 (bianco), i due atomi, infatti, sono distanti 
solo 4,3 Å mentre nel minimal la distanza è di 20 Å. Questo avvicinamento può determinare un 
aumento delle forze elettrostatiche repulsive tra i due atomi di fosforo, con il conseguente aumento 
dell’energia dello stato di transizione della reazione.  
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In virtù di questi nuovi dati strutturali, Martick e Scott hanno proposto una nuova ipotesi di 
meccanismo della catalisi, riguardante il ribozima eHHR, che non prevede il 
coinvolgimento dello ione magnesio e in cui i nucleotidi G8 e G12 presentano un ruolo 
fondamentale. 
In particolare il nucleotide G12 è implicato nel meccanismo di catalisi come elemento 
basico generale, mentre il nucleotide G8 è implicato come elemento acido. 
Più precisamente l’azoto ciclico in posizione 1 della purina del nucleotide G12 si comporta 
da base deprotonando il gruppo idrossilico in posizione 2’ del nucleotide C17, mentre l’OH 
al 2’ del nucleotide G8 si comporta da acido protonando un atomo di ossigeno coinvolto 
nel legame fosfodiesterico scissile (legame che unisce il nucleotide C17 e C1). Nella 
reazione di scissione partecipano anche due molecole di acqua che si comportano come 
catalizzatori acido e base specifici (Figura 10).  
 
 
 
 
Figura 10. Configurazione di un ipotetico stato di transizione della reazione di scissione mediata dai 
ribozimi hammerhead. Il nucleotide che si comporta come base generale è il G12 ed è rappresentato in 
rosso, mentre il nucleotide che si comporta come acido generale è il G8 ed è rappresentato in blu. La 
molecola di RNA substrato è indicata in nero e le molecole di acqua coinvolte nella reazione, con il 
ruolo di catalizzatori acido e base specifici, sono mostrate rispettivamente in azzurro e magenta. Il 
nucleotide G12 deprotona il 2’-OH del ribosio del sito di cleavage solo se l’azoto (N1) endociclico è 
deprotonato. La deprotonazione può avere luogo in seguito ad un evento di tautomerizzazione che 
determina lo spostamento dell’equilibrio tautomerico verso la forma enolica della guanina del 
nucleotide G12 (in cui l’N1 è deprotonato e l’O in posizione 6 è in forma enolica). In questo caso il 
protone legato a O6 viene catturato da una molecola di acqua (che si comporta da catalizzatore basico) 
o da uno ione idrossido presenti nell’ambiente circostante; allo stesso tempo l’N1 in forma non 
protonata è in grado di acquistare il protone del 2’-OH del ribosio del C17 in corrispondenza del sito di 
cleavage. Contemporaneamente alla deprotonazione del 2’-OH si verifica un attacco nucleofilo, da 
parte di questo stesso atomo di ossigeno in 2’, nei confronti dell’adiacente fosforo scissile, con la 
conseguente rottura del legame tra l’atomo di fosforo scissile e l’atomo di ossigeno ad esso legato in 
posizione 5’ del nucleotide C1.1. Al fine di evitare l’accumulo di carica negativa sul 5’-O, in seguito a 
rottura del legame con il fosforo, il nucleotide G8 si comporta da acido cedendo, a tale atomo di O, il 
protone in posizione 2’ del ribosio, che viene subito rimpiazzato grazie all’azione di una molecola di 
acqua (che si comporta da catalizzatore acido) o di uno ione ossonio presenti nell’ambiente circostante. 
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Gli studi di cristallografia di Martick e Scott hanno messo in mostra le principali differenze 
nelle strutture conformazionali assunte dai ribozimi hammerhead extended e minimal, 
chiarendo e spiegando molte incoerenze che i precedenti studi cristallografici, eseguiti su 
sequenze minimal, mostravano con i dati biochimici ottenuti fino a quel momento. 
A conferma di quanto espresso, l’attività catalitica dei due tipi di ribozimi risulta essere 
alquanto diversa: infatti, i ribozimi extended presentano delle velocità di catalisi che sono 
centinaia di volte più grandi rispetto a quelle mostrate dai ribozimi minimal posti nelle 
medesime condizioni di reazione.  
In relazione a ciò è stata avanzata un’ipotesi da Peracchi et al (1997,1998) in cui viene 
postulato che il core catalitico dei mHHR esista in conformazioni multiple  e che nella loro 
interconversione dinamica acquisiscano una geometria molto simile a quella degli eHHR 
divenendo, solo in quel caso, attivi cataliticamente.  
Questa ipotesi è stata in parte convalidata da esperimenti di mutagenesi effettuati su 
entrambi le classi di ribozimi hammerhead (Nelson e Uhlembeck 2008). 
La mutagenesi ha interessato tre posizioni all’interno del core catalitico ovvero i nucleotidi 
altamente conservati C3 e G8 e il più variabile nucleotide del sito catalitico N17 
(comunemente una C o una A, occasionalmente una U e mai una G). Tali mutazioni erano 
effettuate per testare l’importanza dell’appaiamento terziario tra C3 e G8 presente 
nell’eHHR (e responsabile del cambio di orientazione del nucleoide C17) ma non nel 
mHHR dove il nucleotide C3 interagisce con il C17, mentre G8 si appaia con A13 (Figura 
11). 
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Figura 11. Struttura terziaria e secondaria dei ribozimi hammerhead extended e minimal. 
 I nucleotidi essenziali del core catalitico sono così rappresentati: C17 (viola), C3 (verde), G8 (azzurro) e 
A13 (arancio). In Figura (A) sono rappresentati i quattro nucleotidi fondamentali disposti secondo la 
struttura cristallina del core catalitico di un ribozima hammerhead full lenght, ottenuto da 
Schistosoma (PDB 2GOZ). In Figura (B) è rappresentata la struttura secondaria del ribozima 
hammerhead full-lenght nHH8 proveniente da sLTSV(+), dove è importante notare l’appaiamento 
stabile tra C3 e G8. In Figura (C) sono rappresentati i quattro nucleotidi fondamentali disposti secondo 
la struttura cristallina del core catalitico di un ribozima hammerhead minimal (PDB 1HMH). In 
Figura (D) è rappresentata la struttura secondaria del ribozima hammerhead minimal HH16 in cui è 
importante notare l’interazione tra C3 e C17 e l’appaiamento tra A13 e G8. In questa classe di ribozimi il 
core catalitico è strutturato in due distinti domini a differenza di quanto accade nei ribozimi full-
lenght, in cui il core catalitico è strutturato in una singola unità con il legame fosfodiesterico scissile 
adiacente al potenziale residuo catalitico (Nelson e Uhlembeck 2008).   
 
 
I risultati ottenuti su ribozimi eHHR mostrano che mutazioni a carico del nucleotide C3 o 
G8 portano alla perdita dell’attività catalitica, a causa dell’assenza di un loro appaiamento 
fondamentale per il raggiungimento della corretta conformazione del sito attivo. 
  
25 
I doppi mutanti, tuttavia, che presentano un cambio di nucleotide fra le due posizioni 3 ed 
8 ma consentono un appaiamento canonico Watson-Crick, G3-C8, U3-A8 e A3-U8, mostrano 
solo una riduzione dell’attività catalitica la cui entità dipende dal nucleotide presente in 
posizione 17. È importante notare che l’attività catalitica non viene persa sostituendo le 
basi, naturalmente presenti, con altre basi isosteriche a conferma che il ruolo di queste 
interazioni terziarie appare essere strutturale. 
I risultati ottenuti su ribozimi hammerhead minimal hanno prodotto effetti estremamente 
simili, nonostante l’assenza delle interazioni terziarie loop I/bulge II che facilitano nei 
ribozimi extended il raggiungimento della conformazione attiva del core catalitico. 
Questo fa supporre che anche nei ribozimi minimal si abbia la formazione temporanea di 
un appaiamento tra C3 e G8. Secondo questa ipotesi, tali ribozimi nelle loro transizioni 
danno luogo ad  un intermedio cataliticamente attivo molto simile a quello degli extended. 
Tuttavia, non presentando spontaneamente un appaiamento stabile tra C3 e G8, essi 
raggiungono la conformazione attiva meno frequentemente. 
Tutto ciò convalida l’ipotesi proposta da Peracchi et al (1997,1998) per cui i ribozimi 
minimal si trovano prevalentemente in conformazioni inattive e necessitano di un cambio 
conformazionale per essere attivati. 
 
In generale possiamo affermare che in soluzione esiste un rapido equilibrio tra 
conformazioni inattive e conformazioni attive (Boots et al 2008; Martick e Scott 2006; 
Nelson e Ulhenbeck 2007) e che la capacità di alterare tale equilibrio influenza l’attività 
catalitica di un ribozima (Figura 12). Poiché i ribozimi minimal, per motivi strutturali, 
raggiungono la conformazione attiva meno frequentemente alterano l’equilibrio in misura 
minore rispetto ai full-lenght, mostrando così un’attività catalitica ridotta. 
 
 
 
Figura 12. Meccanismo semplificato della reazione di cleavage catalizzata dal ribozima hammerhead 
full-lenght. L’equilibrio tra le conformazioni inattive e quelle attive è generalmente spostato verso le 
prime. La capacità di formazione dei legami terziari loop/bulge influenza tale equilibrio aumentando 
la frequenza con cui è raggiunta la conformazione attiva. Questo determina uno spostamento 
dell’equilibrio verso le specie attive (rappresentato dalla freccia rossa nel centro della figura). I 
ribozimi minimal non essendo in grado di formare le interazioni terziarie raggiungono la 
conformazione attiva meno frequentemente dei full-lenght. Tale fenomeno spiega razionalmente 
perché i ribozimi full-lenght presentano delle velocità di catalisi anche centinaia di volte più grandi 
rispetto ai minimal.  
 
 
 
Le importanti scoperte fatte da Martick e Scott nel 2006, come ampiamente mostrato, 
hanno ridimensionato il ruolo del Mg++ nel meccanismo di catalisi. Questo però non deve 
far sottovalutare l’importanza di tale ione per l’attività dei ribozimi. Infatti è noto che la 
velocità di catalisi aumenta all’aumentare della concentrazione di Mg++ (Canny et al 2004, 
Nelson and Uhlembeck 2008). In considerazione di ciò sono state avanzate alcune ipotesi 
sulla base delle evidenze sperimentali.   
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Dati biochimici, biofisici e strutturali sostengono un modello in cui gli ioni metallici 
bivalenti aiutano a stabilizzare la formazione delle interazioni terziarie loop/bulge in grado 
di aumentare la popolazione di specie attive cataliticamente, spostando l’equilibrio tra 
specie inattive e specie attive verso queste ultime (Martick e Scott 2006; Nelson e 
Ulhenbeck 2007). La maggiore facilità di formazione dei legami terziari e quindi la 
stabilizzazione della conformazione attiva di un ribozima mediata dagli ioni metallici 
bivalenti, può essere legata ad un’azione in grado di minimizzare le repulsioni 
elettrostatiche. 
Infatti è previsto che si accumuli un eccesso di cariche negative durante lo stato di 
transizione della reazione di cleavage, soprattutto a livello di atomi specifici del core 
catalitico. A tal proposito interazioni che potrebbero schermare le forze elettrostatiche 
repulsive tra il fosfato scissile (pentacoordinato durante lo stato di transizione) e il fosfato 
del nucleotide A9 potrebbero contribuire a migliorare l’attività catalitica dei ribozimi 
(Martick e Scott 2006). 
È evidente che se viene stabilizzato lo stato di transizione della reazione, l’energia di 
attivazione richiesta sarà minore e quindi la reazione avverrà più rapidamente. 
A conferma di quanto esposto sono stati condotti degli studi di simulazione di dinamica 
molecolare per investigare il ruolo del magnesio nella ricerca del corretto ripiegamento del 
ribozima (Lee et al 2007, 2008). Questi studi di dinamica molecolare si basano sui dati 
cristallografici ottenuti da Martick e Scott nel 2006 sul ribozima hammerhead full-lenght e 
hanno lo scopo di mimare la situazione molecolare della reazione di scissione in presenza o 
in assenza di Mg++. I risultati della simulazione suggeriscono, per la conformazione 
cataliticamente attiva, la presenza di Mg++ che collega il fosfato A9 con il fosfato scissile 
minimizzando le repulsioni elettrostatiche tra questi due gruppi fosforici vicini (Figura 12). 
Nella simulazione delle interazioni atomiche e molecolari che mimano la situazione prima 
del raggiungimento dello stato di transizione, è stato osservato che il Mg++ si trova 
strettamente associato con l’azoto ciclico in posizione 7 della purina del nucleotide G10.1 e 
con il gruppo fosfato del legame fosfodiesterico, che unisce il nucleotide G8 con il 
nucleotide A9. In questa situazione lo ione Mg++ rimane piuttosto distante dal 5’-O del 
gruppo uscente. Nella fase seguente, riferita allo stadio di transizione precoce, in cui 
l’ossigeno nucleofilo e il 5’O uscente sono equidistanti dal fosforo scissile, il Mg++ si 
coordina al 2’-OH di G8 e si posiziona spazialmente  più vicino al 5’-O del gruppo uscente, 
controbilanciando in questo modo la carica negativa che si va accumulando. In questa 
posizione esso si trova nell’orientazione spaziale ideale per minimizzare le forze 
elettrostatiche repulsive tra il fosfato scissile (pentacoordinato durante lo stato di 
transizione) e il fosfato del nucleotide A9. 
Nella simulazione dello stato di transizione avanzato lo ione magnesio subisce una 
translocazione in base alla quale la coordinazione con il 2’-OH di G8 è sostituita dalla 
coordinazione con il 5’-O del gruppo uscente che ha sviluppato una significativa carica 
negativa. Allo stesso tempo il 2’-OH di G8 forma un legame a idrogeno con il 5’-O uscente 
e si orienta in modo ideale per agire come un catalizzatore acido generale della reazione 
(come mostrato in figura 10).  
Questi risultati forniscono una convincente conferma del ruolo strutturale e catalitico del 
Mg++ nella stabilizzazione I) della conformazione cataliticamente attiva e II) dello stato 
stazionario della reazione di scissione. Inoltre tali risultati risultano coerenti con i dati 
biochimici e cristallografici ottenuti.  
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Figura 12. Simulazione di dinamica molecolare dello stato di transizione della reazione di cleavage. 
Nell’immagine sono rappresentati i nucleotidi del core catalitico coinvolti nel meccanismo di catalisi. 
Lo ione Mg++ è rappresentato sia nella situazione precedente allo stato stazionario (sfera grigia) che 
nello stato stazionario stesso (sfera viola). Esso è orientato in modo tale da poter minimizzare le 
repulsioni elettrostatiche tra il fosfato scissile e il fosfato del nucleotide A9. Inoltre è in grado di 
coordinare, in tempi diversi, atomi fondamentali per il meccanismo di catalisi. Infatti nelle fasi iniziali 
dello stato stazionario coordina il 2’-OH di G8, mentre nella fase tardiva coordina il 5’O del gruppo 
uscente, che in seguito a sostituzione nucleofila sviluppa una significativa carica negativa (Lee et al 
2008). 
 
Valutare con esattezza quale sia il contributo del magnesio nella realizzazione del corretto 
folding del ribozima e quindi nella stabilizzazione delle conformazioni cataliticamente 
attive non è un risultato facilmente conseguibile. Infatti, la dinamicità di uno ione in 
soluzione è molto grande e gli studi cristallografici, eseguiti per l’appunto in fase solida sul 
cristallo, non sono in grado di fornire dati attendibili sulla sua posizione che del resto è 
variabile. Forse è proprio questa sua plasticità che, mentre rende estremamente difficile 
uno studio rigoroso, fornisce un contributo efficace all’interconversione dinamica delle 
strutture favorendo quella utile per la catalisi.  
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1.3 Metodi di progettazione, sintesi, stabilizzazione e somministrazione 
 
L’efficacia intracellulare di un ribozima può essere influenzata da una serie di fattori tra 
cui l’accessibilità al sito bersaglio, l’efficiente captazione in cellule o tessuti, l’azione di 
ribonucleasi volte a degradare il ribozima stesso, la localizzazione intracellulare del 
bersaglio. Tra i fattori in questione, anche la lunghezza del substrato può alterare l’abilità 
catalitica. Di solito lunghe molecole di RNA bersaglio, a causa dei diversi modi in cui 
possono ripiegarsi, riducono tale attività (Citti e Rainaldi 2005). 
Proprio per questi motivi la progettazione e la caratterizzazione di un ribozima 
hammerhead “trans-acting” è un processo complesso che include diverse fasi di lavoro 
(Tedeschi et al 2009):  
a) analisi computazionale dei siti target e definizione dei ribozimi connessi 
b) sintesi e purificazione delle sequenze selezionate  
c) caratterizzazione delle proprietà di scissione del ribozima  
d) stabilizzazione chimica della sequenza attiva oppure clonaggio in vettori di 
espressione 
Durante la fase di progettazione di un ribozima hammerhead si devono prendere in 
considerazione alcuni aspetti fondamentali: è necessario che I) la sequenza bersaglio, 
NUH, sia accessibile, II) il ribozima sia stericamente “aperto”e III) le sequenze 
fiancheggianti non siano ripetute in altri mRNA, per evitare qualunque effetto collaterale 
“off-target”.  
Per rispondere ai primi due punti è necessaria la determinazione delle ipotetiche strutture 
secondarie sia della molecola di RNA bersaglio che della molecola di ribozima. In questo 
modo è possibile escludere dalla selezione le regioni dell’RNA bersaglio coinvolte in 
strutture stabili ed in appaiamenti difficilmente accessibili per il ribozima e i ribozimi che 
presentano ripiegamenti anomali che impediscono la strutturazione corretta del “core” 
catalitico. 
Al termine della fase di progettazione è fondamentale verificare che la dedotta sequenza 
del ribozima soddisfi i requisiti strutturali richiesti per assicurare la corretta attività (Citti e 
Rainaldi 2005). 
Durante la progettazione di un ribozima, l’identificazione di tutti i siti di scissione, NUH, 
presenti all’interno di una sequenza di mRNA, la valutazione dell’unicità delle sequenze 
fiancheggianti e la determinazione delle loro energie di appaiamento può essere effettuata 
con comuni programmi per la gestione delle sequenze di acidi nucleici. Invece 
l’investigazione delle strutture ripiegate, assunte dalle molecole del bersaglio e del 
ribozima, è un processo più complicato. Diversi metodi per la selezione delle regioni 
bersaglio più accessibili sono stati sviluppati e possono essere classificati come metodi di 
progettazione sperimentale oppure come metodi di progettazione predittivi (“in silico”).  
Un metodo sperimentale ampiamente usato per valutare l’accessibilità al sito bersaglio 
misura la sensibilità all’RNasi-H di regioni della molecola target in presenza di corti 
oligonucleotidi antisenso; infatti, quando queste regioni si appaiano con le molecole 
antisenso si formano porzioni a doppio filamento che vengono riconosciute come ibrido 
DNA/RNA e degradate dall’RNasi-H. Al contrario se l’appaiamento non si verifica, a 
causa di problemi di accessibilità, l’enzima non degrada quelle regioni del bersaglio. In 
questo modo i tratti di RNA accessibili sono mappati grazie agli eventi di scissione mediati 
dall’RNasi-H (Citti e Rainaldi 2005).  
Simili metodi sono stati applicati mettendo insieme studi sperimentali e studi 
computazionali predittivi, al fine di confermare sperimentalmente le previsioni estrapolate 
dalle analisi computerizzate. 
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Un altro metodo sperimentale utilizzato è stato quello che prevede l’uso di una collezione 
di ribozimi contenenti domini di legame randomizzati che viene clonata ed espressa in 
cellule in coltura, permettendo la selezione dei ribozimi più efficienti. 
Un metodo sperimentale alternativo utilizzato, è basato sulla selezione “in vitro” delle 
migliori sequenze catalitiche a partire da una collezione combinatoria di sequenze random 
di ribozimi hammerhead; questo metodo (SELEX) sfrutta gli stessi principi impiegati per 
l’ottenimento degli aptameri.  
Tali metodi sperimentali per l’identificazione delle regioni accessibili dell’mRNA 
bersaglio risultano complicati e inoltre richiedono un notevole sforzo in termini di tempo e 
costi impiegati. 
I metodi di progettazione “in silico” utilizzano tecniche computazionali che impiegano una 
serie di algoritmi basati su parametri termodinamici e permettono di determinare le 
possibili strutture ripiegate assunte dalla molecola bersaglio. Studi effettuati con questi 
metodi diversi hanno mostrato che i ripiegamenti secondari delle sequenze di RNA 
influenzano l’accessibilità del substrato e quindi l’abilità di legame degli oligonucleotidi. 
 
Un metodo computazionale sviluppato per la progettazione, in silico, di un ribozima 
hammerhead (Mercatanti et al 2002) consta delle seguenti fasi (Figura 12):  
1. Recupero della sequenza dell’mRNA target dalla banca dati Genbank. 
2. Identificazione di tutte le sequenze consenso di scissione, NUH, all’interno della 
sequenza substrato. 
3. Selezione delle sequenze fiancheggianti ciascuna tripletta NUH sulla base 
dell’energie di annealing e dell’unicità della sequenza. 
4. Determinazione delle ipotetiche strutture secondarie che può assumere la molecola 
dell’mRNA bersaglio. 
5. Ordinamento delle strutture secondo la distribuzione di Boltzmann e valutazione 
del grado di accessibilità (punteggio, indice o “score” di accessibilità) associato a 
ciascuna regione target NUH. 
6. Selezione dei possibili bersagli che mostrano i più alti “score” di accessibilità. 
7. Deduzione della sequenza del ribozima specifica per ciascun bersaglio e analisi dei 
possibili ripiegamenti secondari assunti per verificare se sono soddisfatti i tipici 
requisiti strutturali richiesti da un ribozima hammerhead. 
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Figura 13. Schema di flusso rappresentante le fasi di elaborazione coinvolte nel processo di 
progettazione, in silico, di un ribozima hammerhead disegnato opportunamente contro una specifica 
sequenza di mRNA (Mercatanti et al 2002). 
 
 
Questo metodo permette di scartare un considerevole numero di possibili siti di scissione, 
prendendo in considerazione solo quelli dotati delle condizioni più favorevoli. Al termine 
di questo processo è possibile acquisire una o più sequenze di ribozimi potenzialmente 
efficaci, privi degli effetti di off- target. 
Per arrivare a questo traguardo, il primo step coinvolge il recupero della sequenza 
bersaglio dalla grande banca dati NCBI Genbank. Il passo successivo è rappresentato 
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dall’identificazione di tutte le sequenze consenso, NUH, presenti all’interno della sequenza 
substrato. Come descritto in precedenza i ribozimi hammerhead sono in grado di tagliare 
l’mRNA target a valle della tripletta NUH. Il programma computazionale utilizzato trova 
quindi tutte le triplette nucleotidiche applicando l’algoritmo: 
         
                                    S = (N,U,H) con N ∈ {A,C,G,U} e H ∈ {A,C,U} 
 
Successivamente il programma seleziona due corte stringhe di nucleotidi fiancheggianti 
ciascun sito di cleavage selezionato in precedenza, necessarie per lo specifico legame con 
la molecola di ribozima. La selezione di tali regioni fiancheggianti avviene sulla base delle 
migliori condizioni in termini di specificità e stabilità di legame essendo quest’ultimo 
aspetto necessario per ottenere un’attività catalitica efficace. 
Infatti le sequenze fiancheggianti sono utilizzate per calcolare le energie libere di 
formazione dei due segmenti appaiati, ∆Gleft  e ∆Gright  ottenute applicandoil  “Nearest 
Neighbor Nucleotide Algorithm”, che utilizza i singoli contributi di energia libera di 
appaiamento in condizioni standard (25° C, 1 atm) di ogni nucleotide che sono 
condizionati  dai nucleotidi adiacenti . 
In seguito vengono imposti dei limiti per la scelta della lunghezza di queste regioni 
fiancheggianti:  
-10 kcal/mol ≤ {∆Gleft , ∆Gright } ≤  -15 kcal/mol 
 
 |∆Gleft - ∆Gright | ≤ 1,2 kcal/mol 
 
Questi parametri sono giustificati dal fatto che  sequenze troppo corte (legame meno forte) 
riducono la vita media del complesso ribozima-substrato, mentre sequenze troppo lunghe 
(legami più robusti) possono rallentare il rilascio dei prodotti di scissione. In entrambe le 
due condizioni estreme la velocità di catalisi viene ridotta.  
Come mostrato dalla formula soprastante le energie libere di formazione dei due segmenti 
appaiati (∆Gleft , ∆Gright ) devono essere tra loro molto simili, allo scopo di garantire un 
annealing ideale ed equilibrato. 
Un’altra importante caratteristica da prendere in considerazione è l’unicità di queste 
sequenze fiancheggianti. Per questo motivo viene effettuata una mappatura delle omologie 
ricorrenti in tutti i trascrittomi conosciuti (della specie sottoposta allo studio, nel nostro 
caso il maiale) al fine di scartare le sequenze che si risultano condivise da più di una 
molecola di mRNA (Tedeschi et al 2009). 
Dopo aver selezionato le sequenze fiancheggianti con le migliori condizioni di stabilità e 
specificità è necessario determinare la struttura secondaria della molecola bersaglio. Infatti, 
la struttura di una data sequenza di mRNA è un’entità dinamica che in soluzione (e quindi 
anche nell’ambiente cellulare) è in grado di assumere conformazioni diverse pur dotate di 
una energia libera di formazione comparabile. La determinazione della struttura secondaria 
viene eseguita applicando un programma di calcolo: il software MFOLD 3.0. Questo 
programma è in grado di fornire le possibili strutture diversamente ripiegate assunte dalla 
molecola di RNA bersaglio. A ciascuna di queste strutture ipotetiche è associato il valore 
della sua energia libera di formazione (∆G°). E’ intuitivo supporre che le strutture dotate di 
un ∆G° più negativo, quindi le più stabili, siano quelle più rappresentate e più ricorrenti. In 
altri termini, se immaginiamo che vi sia una continua interconversione dinamica da una 
forma ad un’altra, quelle più stabili avranno un tempo medio di persistenza più lungo 
rispetto a quelle meno stabili. Di conseguenza, ciascun tempo di persistenza sarà 
proporzionale alla probabilità di formazione di quella data struttura secondaria: la più 
probabile è, dunque, la più rappresentata. I dati ottenuti vengono ordinati secondo la 
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distribuzione di Boltzmann al fine di ricavarne una migliore comprensione. Grazie a ciò è 
possibile calcolare l’indice o punteggio di accessibilità associato a ciascuna tripletta target 
NUH. L’indice di accessibilità risulta essere correlato con la capacità della sequenza 
bersaglio di assumere diversi stadi conformazionali e quindi alla “libertà” della sequenza 
stessa. Il risultato di questa analisi è la selezione delle regioni bersaglio che mostrano i più 
grandi indici di accessibilità. 
Per ogni tripletta selezionata, il metodo computazionale costruisce automaticamente la 
sequenza “su misura” del ribozima corrispondente a quel preciso bersaglio NUH. 
L’ultima tappa è rappresentata dalla determinazione della struttura secondaria della 
sequenza dedotta del ribozima allo scopo di valutare se siano soddisfatti i requisiti 
strutturali richiesti per il raggiungimento di una specie attività cataliticamente. 
L’intero processo di progettazione utilizza quattro filtri di selezione per produrre la 
molecola finale:  
- Le regioni fiancheggianti il sito di cleavage devono essere uniche. 
- L’indice di accessibilità della regione target deve essere alto; per questo motivo 
vengono scartate tutte le sequenze bersaglio che presentano un indice di 
accessibilità al di sotto di un determinato valore limite. 
- Le energie di appaiamento delle regioni fiancheggianti il sito di cleavage devono 
essere bilanciate. 
- La sequenza selezionata del ribozima deve assumere una conformazione teorica che 
permetta il legame con il bersaglio e che soddisfi i requisiti strutturali richiesti per 
garantire un’efficiente attività di cleavage (Mercatanti et al 2002). 
 
Con questo procedimento solamente il 4% circa delle triplette NUH, presenti all’interno 
della sequenza target, fornisce ribozimi con le caratteristiche utili desiderate. 
 
La progettazione dei ribozimi può, tuttavia, incontrare alcuni importanti problemi. Uno di 
questi è una conoscenza parziale della sequenza dell’mRNA target. La conoscenza 
dell’intera sequenza è infatti un requisito fondamentale per il processo di progettazione. 
L’analisi conformazionale di una sequenza incompleta non è in grado di considerare le 
possibili interazioni che possono manifestarsi a causa delle regioni sconosciute e che 
potenzialmente possono generare strutture secondarie di rilievo. Inoltre, poiché spesso 
sequenze incomplete appartengono a specie di cui non è stata completata la mappa del 
genoma, in genere non è possibile valutare l’unicità delle sequenze fiancheggianti, altro 
requisito fondamentale per la buona riuscita dell’intero procedimento. 
 
 
Per quanto riguarda l’aspetto della sintesi dei ribozimi hammerhead, questi possono essere 
prontamente sintetizzati per via chimica, attraverso l’uso di strumenti automatici, di sintesi 
(DNA synthesizer) facilitando in questo modo anche la loro caratterizzazione “in vitro” 
mediante studi biochimici e biofisici (Citti e Rainaldi 2005). 
Sfortunatamente queste corte molecole di RNA mostrano un breve tempo di emivita 
nell’ambiente biologico, in quanto sono altamente sensibili alle ribonucleasi ubiquitarie: 
caratteristica questa, che ha limitato e ritardato l’utilizzo della tecnologia basata sui 
ribozimi in tutti i campi della ricerca di base e applicata. 
Per superare tale limitazione sono stati sviluppati due importanti approcci, come già 
accennato nel paragrafo 1.1.1. Il primo approccio prevede la trascrizione continua a livello 
endogeno mediante l’uso di vettori di espressione. Tali vettori, una volta introdotti in un 
certo numero di cellule, permettono di produrre il ribozima all’interno di queste. I vettori 
impiegati in questa metodologia sono vettori virali tra i quali spiccano i retrovirus, gli 
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adenovirus e i virus adeno-associati. Questi, tuttavia, presentano alcune caratteristiche non 
favorevoli (tra cui una potenziale oncogenicità). 
L’uso dei vettori di espressione è la strategia di “knock-down” genico (mediata dai 
ribozimi) più comune, tale metodologia è ideale per studi a lungo termine che richiedono 
una persistente inibizione dell’espressione genica di un preciso target, con conseguente 
sviluppo di un nuovo fenotipo. Questo approccio mostra, tuttavia, delle importanti 
limitazioni riguardanti: una bassa efficienza di trasfezione, livelli di trascrizione non 
omogenei tra le varie cellule, possibili localizzazioni non corrette del ribozima trascritto 
all’interno della cellula, frequenti episodi di silenziamento del trans-gene inserito. 
 
Il secondo approccio, quello meno comune, prevede la somministrazione esogena di 
ribozimi di sintesi opportunamente modificati dal punto di vista chimico: una strategia 
molto simile alla convenzionale somministrazione di farmaci che producono effetti 
farmacologici temporanei. 
La somministrazione esogena di ribozimi sintetici presenta alcuni vantaggi: i ribozimi sono 
rilasciati, da appositi veicoli, in maniera più efficace alle cellule target e raggiungono 
concentrazioni intracellulari considerevoli. Inoltre l’effetto transitorio, generato dalla 
somministrazione esogena di un ribozima, potrebbe rilevarsi utile qualora un “knock-
down” genico fosse responsabile della comparsa di effetti indesiderati a livello dei tessuti 
circostanti le cellule target.  
Tra i fattori critici da tenere in considerazione vi è l’utilizzo di appropriati veicoli al fine di 
pemettere un’efficace internalizzazione cellulare. Infatti, l’internalizzazione spontanea in 
cellule in coltura di molecole cariche elettricamente e di elevato peso molecolare, come gli 
oligonucleotidi, è generalmente inefficiente (Citti e Rainaldi 2005). Al fine di aumentare 
l’internalizzazione nelle cellule i veicoli utilizzati possono essere classificati in: veicoli 
virali e veicoli non virali. 
L’uso di vettori virali prevede l’impiego di retrovirus, adenovirus e virus adeno-associati. 
Come detto in precedenza, questi presentano alcune caratteristiche non favorevoli, tra cui 
una potenziale oncogenicità. Nonostante questo, ad oggi, la maggior parte dei trial clinici 
prevede l’utilizzo di vettori virali. 
I veicoli non virali, soprattutto polimeri, sono più sicuri, possono trasportare molecole di 
DNA di grandi dimensioni (grazie alle interazioni elettrostatiche che si stabilizzano tra le 
cariche negative dell’acido nucleico e le cariche positive del vettore) e possono essere 
prodotti in grandi quantità a costi relativamente bassi (Lande.C 2006). Tra questi 
ricordiamo: i liposomi, i polimeri di PEI (polietilenimmina), i dendrimeri e i veicoli basati 
su peptidi. Lo svantaggio maggiore, al momento, è un’efficienza di trasfezione non sempre 
adeguata all’esigenza di ottenere dosi utili nella maggior parte delle cellule. Proprio questo 
aspetto è quello che risulta essere il principale oggetto degli studi di ricerca sui vettori non 
virali.  
 
La somministrazione esogena di ribozimi di sintesi prevede l’utilizzo di ribozimi 
opportunamente modificati dal punto di vista chimico. 
Dopo una serie di studi, volti a ottenere dei ribozimi con un’alta attività catalitica, il passo 
successivo della loro efficacia biologica si è incrociato con la loro stabilità nell’ambiente 
cellulare. È stato osservato che tali molecole di RNA sono degradate principalmente da una 
endonucleasi, RNasiA-simile, che aggredisce di preferenza i tratti pirimidinici di sequenze 
a singolo filamento (in particolare le uridine).  
Le stabilizzazioni chimiche più frequentemente utilizzate interessano per lo più la porzione 
del ribosio e il gruppo fosforico. È stato sperimentato anche l’uso di basi modificate, ma 
solo pochi esempi hanno fornito una migliore resistenza alle ribonucleasi.  
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Dal momento che i gruppi fosforici contribuiscono alla struttura tridimensionale del 
ribozima, modificazioni a questo livello (principalmente caratterizzate dall’uso di 
fosforotioati) devono essere introdotte preferenzialmente nei domini di legame con il target 
e non nel dominio catalitico. In questo modo la struttura tridimensionale del core catalitico 
non è alterata. 
Le più importanti modificazioni introdotte, che conferiscono una migliorare resistenza alle 
ribonucleasi, riguardano la porzione del ribosio ed in particolare la posizione 2’ (Figura 
13). 
Le sostituzioni più frequenti in posizione 2’ sono: 2’-O-metile, 2’-C-allile, 2’-ammino, 2’-
fluoro. Una delle prime strategie di modificazione del ribosio era rappresentata dalla 
rimozione del gruppo 2’-OH, con la conseguente formazione di un 2’-deossiribosio. In 
letteratura sono stati riportati molti lavori che utilizzano ribozimi chimerici DNA/RNA 
capaci di mantenere la propria attività catalitica. 
Tuttavia, anche se tutti questi tipi di sostituzione determinano un aumento della stabilità 
dei ribozimi, le modificazioni a livello dei nucleotidi del core catalitico riducono, in 
generale, l’attività del ribozima stesso. È quindi necessario bilanciare l’aumento della 
resistenza alle ribonucleasi con il mantenimento dell’attività catalitica. In aggiunta, la 
protezione del ribozima deve essere assicurata anche all’esterno della cellula bersaglio al 
momento della sua somministrazione. I veicoli utilizzati per favorire il rilascio 
dell’oligonucleotide sintetico all’interno delle cellule rappresentano, a questo riguardo, un 
ulteriore fattore di protezione nei differenti distretti biologici. 
 
 
 
Figura 14. Modificazioni chimiche a livello della porzione del ribosio che conferiscono una maggiore 
resistenza dei ribozimi sintetici alle ribonucleasi. 1) 2’-O-metile, 2) 2’-amino, 3) 2’-fluoro, 4) 2’-deossi, 
5) 2’-O-allil, 6) 2’-allil, 7) 2’-metilene, 8) 2’-difluorometilene. Combinazioni di queste modificazioni 
erano usate con successo nella somministrazione esogena di ribozimi hammerehead sintetici (Citti e 
Rainaldi 2005) 
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1.4 Le patologie cardiovascolari: l’aterosclerosi e la ristenosi 
 
Le malattie cardiovascolari, in particolare l’ictus cerebrale, le arteriopatie periferiche e 
l’infarto del miocardio costituiscono la prima causa di morte sia nei Paesi industrializzati 
sia in quei paesi emergenti, in via di sviluppo, dove fino a poco tempo fa questa patologia 
aveva una bassa incidenza ed era generalmente poco frequente (Enciclopedia medica della 
fondazione Umberto Veronesi, Malattie del cuore). L’età media della popolazione 
mondiale in costante crescita e la continua diffusione dei fattori di rischio, che ne 
favoriscono l’insorgenza e la progressione, sta influenzando in modo rilevante la mortalità 
e la morbilità di queste patologie cardiovascolari. 
Oltre a rappresentare un fondamentale problema di salute, tali patologie rappresentano 
un’emergenza sanitaria a causa delle ripercussioni che la loro estesa diffusione comporta a 
livello economico e sociale. Una delle patologie maggiormente diffuse è l’aterosclerosi 
coronarica (Boccardi.C 2007). 
Questa patologia è caratterizzata dalla formazione di placche aterosclerotiche o ateromi a 
livello della parete delle arterie coronarie, i vasi arteriosi deputati all’irrorazione del 
muscolo cardiaco. La formazione di questa placca provoca il restringimento graduale del 
lume del vaso che determina una progressiva diminuzione dell’irrorazione del muscolo 
cardiaco (ischemia). Questo fenomeno può innescare lo sviluppo di complicazioni 
patologiche come la trombosi, in seguito a distacco della placca, e l’infarto del miocardio. 
Nel primo caso, infatti, si può avere il distacco dell’ateroma dalla parete del vaso 
originando un trombo che, trasportato in circolo dal sangue (embolo), può occludere un 
qualsiasi vaso, anche lontano dal punto di origine della placca. 
Nel secondo caso si può avere un’occlusione improvvisa del vaso a causa della formazione 
di un coagulo di sangue (trombo) a livello dell’ateroma. Se il trombo non viene degradato 
dall’organismo o rimosso tempestivamente l’ischemia prolungata provoca la morte 
(infarto) del tessuto coinvolto. 
Quest’ultimo fenomeno è quello più frequente in questo tipo di patologia che affligge le 
arterie coronariche, classificate come arterie di piccolo calibro. Nelle arterie di calibro 
maggiore, come l’aorta, le placche aterosclerotiche possono portare a indebolimento 
(aneurisma) o alla rottura della parete vasale e favorire, così, lo sviluppo di trombosi 
(Enciclopedia medica della fondazione Umberto Veronesi, Malattie del cuore).  
 
In condizioni non patologiche, la parete di un vaso sano (Figura 15) è costituita da tre strati 
concentrici morfologicamente distinti, detti tuniche che dall’interno verso l’esterno sono la 
tunica intima, la tunica media e la tunica avventizia (Ambrosi et al, Anatomia dell’uomo). 
- la tunica intima è lo strato più interno ed è costituita da un monostrato di cellule 
endoteliali pavimentose appiattite che poggia sopra un connettivo ricco di fibre 
elastiche costituente lo strato sottoendoteliale. Al di sotto di questo si trova la 
lamina elastica interna, che separa la tunica intima dalla tunica media. 
- La tunica media è costituita da vari strati di cellule muscolari lisce orientati 
concentricamente intorno al lume del vaso. Le cellule muscolari lisce sono 
circondate da una fitta matrice extracellulare di collagene ed elastina (costituenti il 
tessuto connettivo elastico). Nelle arterie di grande calibro e di medio calibro, la 
tunica media e l’avventizia sono separate tra loro dalla membrana elastica esterna.  
- La tunica avventizia è costituita da tessuto connettivo denso, contenente fibroblasti, 
vasa vasorum (dispositivi vascolari che provvedono al nutrimento della tunica 
intima) e nervi vasomotori. 
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Figura 15. Disegno schematico che illustra l’organizzazione stratificata e le tuniche che formano la 
parete di un’arteria di tipo muscolare. 
 
 
Quello che caratterizza strutturalmente e funzionalmente il vaso è la tunica media, 
costituita come detto, da tessuto connettivo elastico e da fibrocellule muscolari lisce, in 
proporzioni diverse nelle arterie e nelle vene e in rapporto con il calibro del vaso.  
Le arterie di calibro superiore a 7 mm vengono definite arterie di grosso calibro o arterie 
elastiche in quanto la tunaca media è formata da 30-50 strati di fibre elastiche. 
Nelle arterie di calibro compreso tra 0,5 e 7 mm, definite arterie di medio e piccolo calibro 
o arterie muscolari, la tunaca media è formata da 10-40 strati di fibrocellule muscolari lisce 
e da piccole quantità di fibre elastiche (Ambrosi et al, Anatomia dell’uomo).   
 
In condizioni patologiche, aterosclerosi, si ha la formazione della placca o ateroma sulla 
parete del vaso. La placca aterosclerotica (o ateroma) è costituita da un accumulo 
circoscritto di materiale lipidico intra ed extracellulare (colesterolo, fosfolipidi, acidi grassi 
neutri) proteico e fibroso (in particolare si accumulano cellule infiammatorie, cellule 
muscolari lisce, tessuto connettivo e glicosaminoglicani) al di sotto dell’endotelio che 
determina una progressiva degenerazione della tunica intima arteriosa (Figura 16). 
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Figura 16. Confronto tra la sezione di un vaso sano (sinistra) e un vaso interessato dalla presenza di 
una placca aterosclerotica (destra). Nel vaso sano sono rappresentati in rosso le cellule endoteliali 
(EC), in nero le due lamine elastiche, la lamina elastica interna (IEL) che separa la tunica intima dalla 
media e la lamina elastica esterna (EEL) che separa la tunica media dall’avventizia. Le cellule 
muscolari lisce della tunica media sono rappresentate in azzurro. Nel vaso caratterizzato dalla 
presenza della placca aterosclerotica si nota che la tunica intima è ispessita dall’accumulo di monociti 
(in viola), linfociti (in rosa) e cellule muscolari lisce (in azzurro) che migrano dalla tunica media e 
proliferano all’interno dell’intima. La lesione è generalmente localizzata a un lato della parete, dove le 
cellule muscolari lisce formano una “barriera” fibrosa tra il lume del vaso ed il nocciolo di lipidi (in 
giallo) che spesso costituisce la parte maggiore della placca. Questo nocciolo di lipidi contiene inoltre 
cristalli di colesterolo (in bianco) e aree di calcificazione (da Boccardi.C 2007). 
 
 
Quando prevale il contenuto lipidico la placca appare di colorito giallastro e di estensione 
variabile (da pochi mm a diversi cm); successivamente alla migrazione delle cellule 
muscolari lisce dalla tunica media all’intima e alla seguente proliferazione, l’ateroma 
diventa biancastro, aumenta di dimensioni e solleva l’endotelio riducendo così il lume del 
vaso (Enciclopedia medica della fondazione Umberto Veronesi, Malattie del cuore).  
Alcune placche sono stabili, ma altre, specialmente quelle ricche di lipidi, infiltrate da 
cellule infiammatorie e coperte da un sottile cappuccio fibroso, possono andare incontro a 
erosione o rottura spontanee, esponendo il contenuto della placca al flusso ematico 
(Boccardi.C 2007). 
Questo evento espone direttamente al lume vasale tutte quelle strutture che, in condizioni 
normali, si trovano negli strati sottoendoteliali. Di conseguenza s’innesca l’attivazione 
delle piastrine e la cascata della coagulazione con la formazione di un coagulo di sangue 
(trombo) che è la causa degli eventi acuti di patologia già descritti in precedenza.  
 
Uno dei principali trattamenti per la rivascolarizzazione delle arterie coronariche stenotiche 
è l’intervento di angioplastica: l’angioplastica percutanea transluminale coronarica 
(Percutaneus Transluminal Coronary Angioplasty - PTCA) (Figura 17). Tale procedura 
prevede l’inserimento di un catetere, per mezzo di una puntura arteriosa femorale o radiale, 
che, sotto controllo fluoroscopico, viene fatto risalire fino alle coronarie. Giunto a questo 
livello per visualizzare il vaso viene iniettato un mezzo di contrasto. Attraverso il catetere 
viene, quindi, fatta passare una guida e su questa un palloncino dilatabile. Nella zona in cui 
è presente il restringimento dell’arteria, il palloncino viene gonfiato in modo da schiacciare 
la placca e dilatare il vaso. La procedura è completata dal posizionamento di uno “stent”, 
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ovvero una rete costituita da leghe metalliche di diversa lunghezza e diametro a seconda 
delle dimensioni del vaso (Enciclopedia medica della fondazione Umberto Veronesi, 
Malattie del cuore). Lo “stent” è un’endoprotesi vascolare metallica che ha la funzione di 
fornire sostegno meccanico per mantenere pervio il lume vasale.  
 
 
 
Figura 17. Rappresentazione schematica dell’intervento di Angioplastica Percutanea Transluminale 
Coronarica (PTCA) con inserimento di stent. Nella figura in alto è rappresentato il processo di 
aterosclerosi coronarica che, in questo esempio, interessa l’arteria coronarica destra ed è responsabile 
dell’occlusione del vaso in questione. Nelle figure successive sono rappresentati i passaggi principali 
dell’intervento di angioplastica che permettono la dilatazione del lume vasale, grazie all’uso di un 
palloncino gonfiabile. A questo fa seguito l’inserimento dello stent al fine di mantenere pervio il vaso. 
La figura finale mette in mostra le differenze tra l’arteria coronarica prima e dopo l’intervento. 
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Un limite di questa metodica è rappresentato dalla ristenosi, che consiste nella riocclusione 
dei vasi trattati e che richiede nel tempo nuovi interventi. Questo fenomeno si verifica nel 
20%-40% dei pazienti nei primi sei mesi dall’intervento di angioplastica (Babapulle et al 
2002).  
La causa di ciò è rappresentata dalla lesione che lo stent provoca a livello della parete del 
vaso trattato, come conseguenza di uno stiramento meccanico che avviene durante la 
procedura d’impianto. Tale lesione porta alla perdita dell’endotelio, rottura della lamina 
elastica interna e dissezione della tunica media. In seguito a questi fenomeni s’instaura una 
forte risposta infiammatoria con il rilascio di fattori specifici e mediatori chimici. La 
perdita dell’endotelio, in particolare, espone gli strati sottoendoteliali agli agenti mitogeni 
contenuti nel sangue che stimolano i processi proliferativi e chemotattici. 
Un ruolo chiave di questi processi è svolto dalle cellule muscolari lisce vascolari (Vascular 
Smooth Muscle Cells, VSMC) della tunica media che migrano nell’intima e qui proliferano 
generando un’iperplasia che porta alla formazione di un nuovo strato nella parete vasale: la 
neointima (Boccardi.C 2007).  
 
 
 
 
1.5 Il modello delle cellule muscolari lisce, l’attivazione (de-differenziazione) mediata 
da “PDGF signaling” 
 
Le cellule muscolari lisce vascolari (VSMC), che costituiscono il tessuto muscolare liscio 
della tunica media dei vasi sanguigni, hanno una forma allungata fusiforme, con una 
lunghezza compresa tra 20-200 µm ed un diametro di 5-10 µm, ciascuna rivestita da uno 
spesso strato di natura glicoproteica, ricco di fibre reticolari. Tali cellule sono caratterizzate 
dalla presenza di un nucleo allungato localizzato al centro del citoplasma e da numerosi 
mitocondri aventi grande dimensione; al contrario il reticolo endoplasmatico e il 
complesso di Golgi risultano poco sviluppati. 
Sono provviste, inoltre, di miofibrille formate da due tipi di miofilamenti, uno di natura 
sottile e l’altro di natura più spessa. Esse sono orientate con disposizione prevalentemente 
parallela all’asse maggiore delle cellule, ma in superficie tendono a incrociarsi 
obliquamente per inserirsi in corrispondenza di zone addensate (corpi densi) presenti al di 
sotto della membrana plasmatica. Queste zone rappresentano i punti di ancoraggio alla 
membrana, e sono essenziali per la contrazione cellulare.  
Le miofibrille lisce sono costituite da due proteine simili a quelle riscontrate nel tessuto 
muscolare scheletrico, ovvero l’actina, che forma i filamenti sottili, e la miosina, che forma 
i filamenti spessi. Tali proteine differiscono leggermente da quelle della muscolatura striata 
e sono specifiche del tessuto muscolare liscio. L’importanza funzionale di tali variazioni 
non è nota. A differenza delle cellule muscolari striate, costituenti la muscolatura 
scheletrica e cardiaca, le miofibrille delle cellule muscolari lisce non sono organizzate in 
unità contrattili chiamate sarcomeri (responsabili dell’aspetto striato di queste 
muscolature). Le miofibrille lisce si trovano disperse nella cellula, ma quando la cellula 
stessa deve contrarsi, queste si aggregano in filamenti grazie all’azione dello ione Ca++. Si 
forma così un complesso tra actina e miosina capace di contrarsi quando le catene leggere 
della miosina sono fosforilate. 
Le catene leggere della miosina sono due: una detta regolatrice e l’atra detta essenziale. La 
fosforilazione della catena leggera regolatrice nelle cellule muscolari lisce ha due effetti: 
provoca un cambiamento nella conformazione della miosina che facilita il legame con 
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l’actina e aumenta l’attività catalitica della miosina, promuovendo la contrazione. 
L’enzima che catalizza questa fosforilazione è una cinasi specifica (MLCK) a sua volta 
regolata dal complesso Ca++-calmodulina. L’aumento di Ca++ citosolico promuove il 
legame della calmodulina alla cinasi con un conseguente cambio conformazione che porta 
alla fosforilazione della catena leggera della miosina. La calmodulina è una proteina 
legante il Ca++, che si sostituisce funzionalmente alle proteine troponina e tropomiosina 
presenti a livello delle cellule muscolari striate, ma non lisce (Cooper e Hausman 2005). 
 
Nei diversi stadi dello sviluppo embrionale le VSMC sono differenti sia morfologicamente 
che funzionalmente, a seconda che derivino dal mesoderma o dall’ectoderma (Boccardi.C 
2007). Durante lo sviluppo embrionale le VSMC presentano delle caratteristiche simili ai 
fibroblasti del connettivo, ma nell’individuo adulto, quando le VSMC hanno raggiunto la 
piena maturità, presentano una diminuita capacità di proliferare e acquistano un fenotipo 
contrattile. Nonostante il raggiungimento della piena maturità, le VSMC mostrano una 
notevole plasticità fenotipica in risposta a cambiamenti dell’ambiente circostante. Tali 
cellule si trovano nello stato di quiescenza del ciclo cellulare corrispondente alla fase G0, 
ma in seguito a stimoli ambientali (fattori di crescita o altri segnali extracellulari) sono in 
grado di superare il punto di restrizione della fase G1, rientrando così nel ciclo cellulare e 
acquisendo capacità proliferative. 
A causa di questa plasticità fenotipica, le VSMC assumono molteplici differenti fenotipi, 
ciascuno avente un diverso stadio di sviluppo. Tra questi, è possibile distinguere due 
situazioni (o fenotipi) limite (Figura 18):  
- La prima situazione limite è definita “contrattile” e rappresenta il massimo livello 
di specializzazione cellulare che si ritrova nelle cellule dei vasi sani dell’individuo 
adulto. In questa situazione le VSMC esibiscono una bassa attività di sintesi ed 
esprimono un unico repertorio di proteine contrattili, canali ionici e molecole 
segnale, volto a garantire la contrazione cellulare, funzione principale di questi tipi 
di cellule (Owens et al 2004).  
- La seconda situazione limite è definita “sintetica” e presenta un più basso grado di 
differenziazione cellulare. Le cellule mostrano funzioni e morfologia simili a quelle 
delle VSMC embrionali: sono infatti in grado di proliferare, migrare e sintetizzare 
componenti della matrice extracellulare (come collagene, elastina, proteoglicani e 
integrine) (Owens et al 2004). 
Le cellule, che presentano questo fenotipo, hanno subito un de-differenziamento 
che ha ridotto il grado di specializzazione cellulare. Dal punto di vista morfologico 
queste cellule presentano un corpo cellulare più largo, un nucleo più esteso e un 
aumento degli organelli sintetici e secretori con una conseguente riduzione del 
contenuto di miofilamenti. 
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Figura 18. Rappresentazione della plasticità fenotipica delle VSMC in risposta ad una serie di stimoli 
ambientali. La figura vuole mettere in risalto come la modulazione fenotipica delle VSMC dipenda 
dalla complessa interazione di una moltitudine di stimoli ambientali locali e che un’alterazione di uno 
di questi può portare alla conversione fenotipica. Nella figura sono rappresentate le due situazioni 
limite, a destra si ha un fenotipo sintetico (de-differenziato), mentre a sinistra è rappresentato il 
fenotipo contrattile (tipico delle VSMC mature). Le frecce multiple che collegano i due tipi di cellula 
indicano che la conversione da un fenotipo all’altro non è diretta, ma coinvolge complessi passaggi in 
cui le VSMC assumono dei fenotipi intermedi, compresi tra le due situazioni estreme. 
(La cellula tratteggiata BMC si riferisce a cellule progenitrici derivanti dal midollo osseo che secondo 
alcune teorie giocano un ruolo nello sviluppo della neointima a livello della lesione aterosclerotica 
essendo capaci di differenziarsi in VSMC sintetiche) (Owens et al 2004). 
 
 
La plasticità delle VSMC contribuisce in modo rilevante all’insorgenza e alla progressione 
di numerose patologie a carico della parete dei vasi.  
Una di queste patologie in cui le VSMC sono coinvolte, come detto in precedenza, è la 
ristenosi che avviene dopo un intervento di angioplastica con impianto di stent. 
Il trauma meccanico generato dall’impianto di stent provoca una lesione endoteliale, la 
quale espone gli strati sottoendoteliali, e in particolare le VSMC della tunica media, agli 
agenti contenuti nel sangue (mitogeni, citochine, chemochine, linfochine) e ai fattori di 
crescita sintetizzati dalle stesse cellule coinvolte nella lesione. 
A livello della lesione, le VSMC vengono perciò stimolate da tutti questi fattori che 
permettono il superamento dalla fase quiescente G0 (in cui le VSMC mature stazionano) 
con il rientro nella fase G1 del ciclo cellulare. Questo determina una de-differenziazione 
delle VSMC con una conseguente conversione dal fenotipo “contrattile” al fenotipo 
“sintetico” che porta all’acquisizione della capacità di proliferare e di migrare.  
Nel processo di de-differenziazione delle VSMC un ruolo chiave è assunto dall’attivazione 
di una serie di fattori di trascrizione (mediata dai mitogeni o dal danno vasale) che 
agiscono di concerto controllando e modulando l’espressione di geni VSMC-specifici.  
Esistono numerosi fattori coinvolti nella conversione fenotipica delle VSMC.  
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Dai diversi studi condotti su questo importante evento fisiopatologico, sono stati 
individuati gli agenti chiave in grado di promuovere questa conversione e di favorire la 
migrazione e la proliferazione cellulare (Gerthoffer 2007). 
 
Tabella 1. Agenti che promuovono la migrazione cellulare delle VSM (da Gerthoffer 2007) 
 
Fattori di crescita e 
citochine 
Componenti della matrice 
extracellulare 
Altre molecole 
Angiotensina II Collagene I ATP 
bFGF Collagene IV UTP 
HB-EGF Collagene VIII Noradrenalina 
IGF-1 Fibronectina Glucosio (25mmoli/L) 
IL-1β Acido ialuronico Istamina 
IL-6 Laminina Serotonina 
PDGF Osteopontina Sfingosina-1-fosfato (S1P) 
TGFβ1 Trombospondina  
TNFα Vitronectina  
Trombina   
Urokinase plasminogen 
activator 
  
VEGF   
 
 
Tra gli agenti coinvolti nella conversione fenotipica delle VSMC è presente un fattore di 
crescita, che per la sua importante azione e per i suoi effetti, risulta essere tra i più noti e i 
più studiati. Questo è il Platelet-Derived Growth Factor (PDGF). 
Il PDGF è uno dei più potenti mitogeni sierici conosciuti e uno dei primi ad essere 
scoperto; esso è attivo sui fibroblasti, sulle cellule muscolari lisce e su molti altri tipi di 
cellule. Proprio per questo motivo è uno dei fattori di crescita maggiormente studiati. Il 
PDGF favorisce la progressione del ciclo cellulare, promuovendo così la divisione e la 
proliferazione cellulare. Oltre a ciò esso gioca un ruolo fondamentale nell’angiogenesi e 
nell’embriogenesi (in particolare per lo sviluppo del rene, dei vasi sanguigni, del sistema 
nervoso centrale e del polmone).  
È noto che l’espressione di PDGF nell’apparato circolatorio, può essere indotta in tutte le 
cellule, sia in quelle dei tessuti normali delle arterie, sia nelle cellule infiammatorie che si 
vanno ad infiltrare nelle arterie in seguito a stimoli patologici (Tabella 2). 
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Tabella 2. Cellule dell’apparato cardiovascolare che esprimono PDGF (Reiners 2004) 
 
 
 
 
La famiglia dei fattori di crescita PDGF comprende una serie di omo- ed etero-dimeri 
legati in modo antiparallelo con ponti a disolfuro. Le molecole proteiche codificate sono 
quattro: PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D. 
Ogni specie molecolare di PDGF ha la capacità di funzionare da omodimero, ma solamente 
PDGF-A e PDGF-B formano eterodimeri funzionali. 
In particolare grazie a importanti studi (Koyama.N et al 1992) è stato visto che le isoforme 
PDGF AB e PDGF BB sono promigratorie (anche se l’effetto mediato dall’isoforma AB è 
minore rispetto all’isoforma BB); al contrario l’isoforma AA non promuove la migrazione 
(Figura 19) e anzi inibisce l’effetto migratorio mediato dalle isoforme AB e BB, 
presentando così un’azione antimigratoria. Questo indica che all’interno della cellula è 
presente un delicato equilibrio tra le azioni molecolari mediate dalle tre isoforme e 
suggerisce che l’effetto netto nell’organismo potrebbe dipendere da un’alterazione di 
questo equilibrio a favore di un effetto o dell’altro.  
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Figura 19. Effetto dose dipendente delle tre isoforme di PDGF sulla migrazione delle VSMC. 
Nel grafico PDGF AA è rappresentato con il tondo, PDGF AB con il triangolo, mentre PDGF BB con il 
quadrato. L’effetto che le tre isoforme hanno sulla migrazione mostra come PDGF AB e BB hanno un 
azione promigratoria (con PDGF BB che stimola la migrazione in misura maggiore), mentre PDGF 
AA non ha nessun effetto che promuove la migrazione delle VSMC (Koyama.N et al 1992). 
 
 
Il PDGF si lega a recettori proteici tirosin-cinasici, presenti in due isoforme -α e -β. 
Come tutti i recettori proteici tirosin-cinasici, il recettore del PDGF presenta 
un’organizzazione strutturale che prevede: un dominio N-terminale extracellulare 
contenente il sito di legame per il ligando, un singolo dominio transmembrana ad α-elica 
ed un dominio C-terminale citoplasmatico con attività catalitica tirosin-cinasica. 
Il legame del PDGF con il dominio extracellulare del recettore attiva il dominio 
citoplasmatico e l’attività cinasica, con la conseguente auto-fosforilazione del recettore 
stesso (in corrispondenza di residui tirosinici) e delle proteine intracellulari effettrici, che 
propagano il segnale prodotto dal legame tra il PDGF e il suo recettore all’interno della 
cellula. 
La prima fase nel meccanismo di trasduzione del segnale è la dimerizzazione del recettore 
indotta dal PDGF; dato che questo fattore di crescita è un dimero costituito da due catene 
polipeptidiche, induce direttamente la dimerizzazione legandosi simultaneamente a due 
diversi recettori. Poiché il recettore del PDGF presenta due isoforme -α e -β, la 
dimerizzazione permette di ottenere tre possibili combinazioni recettoriali -αα, -ββ, -αβ 
(Figura 20). 
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Figura 20. Processamento e successiva interazione recettoriale delle isoforme di PDGF. Le catene –A e 
–B di PDGF sono sintetizzate come molecole precursori in grado di formare ponti a disolfuro 
generando dei dimeri che successivamente subiscono un ridimensionamento proteolitico. La 
dimerizzazione delle due isoforme (α  e β) del recettore del PDGF permette di ottenere tre possibili 
combinazioni recettoriali -αα , -ββ , -αβ . La parte intracellulare del recettore presenta dei domini 
proteici tirosin-cinasici. (Boccardi.C 2007). 
 
 
La dimerizzazione indotta dal ligando (PDGF) promuove l’autofosforilazione del recettore, 
in corrispondenza di residui tirosinici intracellulari, dal momento che le catene 
polipeptidiche dimerizzate si fosforilano reciprocamente. L’autofosforilazione svolge due 
ruoli fondamentali nella trasduzione del segnale mediata dal recettore. Primo, la 
fosforilazione dei residui di tirosina presenti nel dominio catalitico aumenta l’attività 
cinasica del recettore stesso. Secondo, la fosforilazione dei residui di tirosina all’esterno 
del dominio catalitico crea specifici siti di legame per altre molecole proteiche che 
trasmettono il segnale intracellulare a valle del recettore attivato (Cooper e Hausman 
2005). L’associazione con tali proteine avviene grazie alla presenza, in queste ultime, di 
domini di legame specifici per peptidi contenenti delle tirosine fosforilate (in questo caso 
come il recettore del PDGF). Domini di questo tipo sono i domini SH2 (da SRC Homology 
2, perché inizialmente trovati in proteine tirosin-cinasi simili a Src) costituiti da circa cento 
amminoacidi ed in grado di legare specifiche sequenze peptidiche di piccole dimensioni 
contenenti residui di fosfotirosina (Figura 21). 
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Figura 21. Rappresentazione schematica dell’interazione tra il PDGF e il suo recettore proteico tirosin-
cinasico. In seguito a legame con il ligando si ha dimerizzazione del recettore che promuove la 
successiva autofosforilazione, in corrispondenza dei domini tirosin-cinasici intracellulari del complesso 
recettoriale. Grazie a ciò si creano specifici siti di legame per altre molecole proteiche che si legano al 
recettore mediante domini (domini SH2) che riconoscono specifiche sequenze peptidiche che 
contengono residui di fosfotirosina.   
 
 
I domini SH2 sono presenti in una serie di fattori cellulari implicati nella trasduzione del 
segnale. Esistono dieci diverse famiglie di molecole contenenti i domini SH2 in grado di 
essere reclutate dal recettore del PDGF e la loro specificità di legame dipende dalla 
sequenza amminoacidica (presente sul recettore) che si trova adiacente ai residui di tirosina 
fosforilati. 
Alcune di queste molecole sono il fosfatidilinositolo 3-cinasi (PI3K), la fosfolipasi Cγ 
(PLCγ), la proteina adattatrice Grb2 (in grado di formare un complesso con la proteina Sos 
che a sua volta attiva Ras con la conseguente attivazione di una cascata di MAP cinasi), la 
tirosin-cinasi Src, la tirosin-fosfatasi SHP2 e le proteine STAT. 
Tali molecole di trasduzione del segnale hanno la capacità di innescare una serie di 
reazioni intracellulari a catena, che portano all’attivazione di importanti fattori di 
trascrizione: questi sono in grado di promuovere la trascrizione di geni bersaglio implicati 
nella sopravvivenza cellulare, nella proliferazione, nella migrazione e in altre funzioni 
della cellula (Figura 22). Di seguito vengono descritte alcune delle principali vie di 
trasduzione del segnale attivate dal PDGF. 
 
La fosfolipasi Cγ (PLCγ) quando viene reclutata dal recettore del PDGF si localizza sulla 
membrana plasmatica, dove catalizza l’idrolisi di fosfatidilinositolo 4,5 difosfato (PIP2), un 
componente minore del doppio strato lipidico, con la conseguente produzione di 
diacilglicerolo (DAG) e inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3) che stimolano a valle due diverse 
vie di segnalazione intracellulari. 
Il diacilglicerolo attiva proteine-serina/treonina cinasi che appartengono alla famiglia delle 
proteina cinasi C, le quali a loro volta attivano altri bersagli intracellulari, inclusi fattori 
trascrizionali coinvolti nel controllo della crescita e del differenziamento cellulare, 
determinando una variazione dell’espressione genica che promuove la proliferazione.  
Mentre il diacilglicerolo rimane associato con la membrana plasmatica, l’altro secondo 
messaggero prodotto, l’inositolo 1,4,5-trifosfato è una piccola molecola polare che viene 
rilasciata nel citosol, dove agisce promuovendo il rilascio di Ca++ dalle riserve 
intracellulari (reticolo endoplasmatico). Come risultato i livelli di Ca++ citosolico 
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aumentano, influenzando l’attività di un certo numero di proteine bersaglio, incluse 
proteine fosfatasi e cinasi. 
Tra queste ultime, ci sono anche alcuni membri della famiglia delle proteina cinasi C che 
richiedono sia Ca++ che diacilglicerolo per la loro attivazione.    
Il Ca++ inoltre interagendo con la proteina calmodulina è in grado di attivare diverse 
proteine, tra cui alcuni membri della famiglia delle CaM cinasi: proteine capaci di 
fosforilare un certo numero di bersagli proteici, inclusi enzimi metabolici, canali ionici e 
fattori trascrizionali. Uno dei fattori trascrizionali fosforilati dalle CaM cinasi è chiamato 
CREB (CRE-binding protein) un fattore trascrizionale attivato anche dalla via di 
segnalazione dell’AMP ciclico. La fosforilazione di questa proteina porta all’attivazione di 
geni bersaglio, che contengono una sequenza regolativa chiamata CRE (cAMP response 
element), coinvolti nella proliferazione, sopravvivenza, e differenziamento cellulare 
(Cooper e Hausman 2005).   
 
Il fosfatidilinositolo 3-cinasi (PI3K) fosforila lo stesso substrato della fosfolipasi Cγ, 
ovvero il fosfatidilinositolo 4,5 difosfato (PIP2), in posizione 3 dell’inositolo producendo il 
fosfatidilinositolo 3,4,5-trifosfato (PIP3) che si comporta da secondo messaggero. Un 
bersaglio chiave di quest’ultimo è una proteina-serina/treonina cinasi chiamata Akt. Il PIP3 
recluta sulla membrana plasmatica Akt, mediante legame ad un dominio noto come 
dominio di omologia delle pleckstrine (dominio PH). A sua volta il PIP3 recluta sulla 
membrana una proteina cinasi che presenta lo stesso dominio di omologia delle pleckstrine 
chiamata PDK1. Questa cinasi fosforila e attiva la proteina Akt che si trova nelle 
immediate vicinanze sulla membrana plasmatica stessa. Una volta attivata, Akt fosforila un 
certo numero di molecole bersaglio, incluse proteine che sono regolatori diretti di 
sopravvivenza cellulare, con un conseguente effetto antiapoptotico. 
 
Il PDGF, inoltre, è in grado di attivare la via di trasduzione che coinvolge una famiglia di 
proteina-serina/treonina cinasi chiamate MAP cinasi (mitogen activated protein kinases). Il 
primo passo di questa importante via di trasduzione del segnale è rappresentato dal legame 
al recettore del PDGF di una proteina adattatrice Grb2 (Growth factor receptor-bound 
protein 2), contenente il dominio SH2. Questa proteina lega a sua volta un fattore di 
scambio del nucleotide guanosina, chiamato Sos (Son of sevenless). L’associazione di 
Grb2 con il recettore attivato localizza Sos sulla membrana plasmatica, dove è in grado di 
interagire con proteine Ras, piccole proteine leganti il GTP disposte sul versante interno 
della membrana. Le proteine Ras sono molecole che legano il nucleotide guanosina e si 
alternano tra una forma inattiva legata al GDP e una attiva legata al GTP. Quando Sos 
interagisce con le proteine Ras (nella loro forma inattiva) promuove la sostituzione di GDP 
con GTP, attivando di conseguenza tali molecole. L’attivazione di Ras porta all’attivazione 
di una proteina-serina/treonina cinasi chiamata Raf, che fosforila e attiva una seconda 
proteina cinasi chiamata MEK (ossia MAP cinasi /ERK cinasi). Quest’ultima presenta una 
doppia specificità ed è in grado di attivare alcuni membri di una famiglia di MAP cinasi 
chiamata ERK (extracellular signal-regulated kinase), mediante fosforilazione di residui di 
treonina e tirosina separati da un amminoacido. ERK a sua volta fosforila numerose 
proteine bersaglio, incluse altre proteine cinasi e fattori trascrizionali a livello nucleare. Il 
segnale mediato da ERK stimola principalmente la proliferazione, la migrazione e la 
sopravvivenza cellulare. 
 
Le proteine STAT (signal transducer and activators of transcription) sono gli elementi 
chiave di una via di trasduzione del segnale che fornisce un collegamento diretto tra 
superficie cellulare e nucleo. Esse sono una famiglia di fattori trascrizionali contenenti 
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domini SH2 con cui possono interagire con il recettore del PDGF; in seguito al legame con 
il recettore, queste proteine vengono fosforilate a livello di un residuo di tirosina da 
proteine tirosin-cinasi chiamate JAK. La fosforilazione promuove la dimerizzazione delle 
proteine STAT che quindi, sottoforma di dimeri traslocano nel nucleo, dove stimolano la 
trascrizione di geni bersaglio (Cooper e Hausman 2005).  
 
 
 
Figura 22. Rappresentazione schematica delle principali vie di trasduzione del segnale mediata 
dall’attivazione del recettore PDGF β . Tali vie di segnalazione promuovono la trascrizione di geni 
bersaglio implicati nella sopravvivenza cellulare, nella proliferazione, nella migrazione e in altre 
funzioni della cellula. 
 
Come detto in precedenza, poiché il recettore del PDGF presenta due isoforme -α e -β, in 
seguito a dimerizzazione, si possono ottenere tre possibili combinazioni di recettore -αα, -
ββ, -αβ. Le tre combinazioni recettoriali attivano cascate di trasduzione del segnale che 
sono parzialmente sovrapponibili, ma non identiche; entrambi gli omodimeri -αα e -ββ, 
trasmettono un potente segnale mitogenico (favorendo così la progressione del ciclo 
cellulare), stimolano l’incremento di Ca++ intracellulare (anche se l’incremento mediato dal 
recettore β é maggiore rispetto all’incremento mediato dal recettore α), stimolano la 
disorganizzazione del citoscheletro microfilamentoso a livello delle estremità ed il 
dissolvimento delle fibre da stress (fasci contrattili di filamenti di actina in grado di 
esercitare tensione).  
Tuttavia solo il recettore β è in grado di stimolare una forte chemiotassi, mentre il recettore 
α la inibisce in vari tipi di cellule, comprese le cellule muscolari lisce. L’importanza del 
recettore β, nella conversione fenotipica delle VSMC, è stata confermata da studi effettuati 
su topi deficienti dell’apolipoproteina E, chiamati topi ApoE -/- (topi knock-out per 
l’apolipoproteina E) alimentati con una dieta ricca di grassi (contenente lo 0,3% di 
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colesterolo) dalla sesta settimana di età, al fine di avere un completo sviluppo delle lesioni 
aterosclerotiche. In seguito venivano somministrati anticorpi monoclonali di ratto contro i 
recettori PDGF α e PDGF β e valutato l’aspetto delle lesioni ateroscletotiche rispetto ai 
topi di controllo (Sano et al 2001). Il blocco del solo recettore α non mostrava differenze, 
in termini di lesione vascolare e di VSMC presenti nella tunica intima vasale, rispetto al 
controllo. Differenze che invece erano presenti quando era bloccato il solo recettore β; 
questo suggeriva che la via di trasduzione del segnale mediata dal PDGF β gioca un ruolo 
chiave nella migrazione e nella proliferazione delle VSMC (Owens et al 2004; Sano et al 
2001). 
 
L’importanza del recettore β nella migrazione e nella proliferazione delle VSMC può 
essere spiegata sulla base delle isoforme del PDGF che si legano ad esso 
preferenzialmente. 
Infatti, questo tipo di recettore lega con un’alta affinità l’isoforma PDGF BB promigratoria 
e con un’affinità minore l’isoforma PDGF AB anch’essa promigratoria, ma non lega 
l’isoforma PDGF AA che al contrario ha un effetto antimigratorio (come mostrato in 
precedenza). Questo spiega anche perché l’isoforma PDGF BB mostra un’attività 
promigratoria maggiore rispetto all’isoforma PDGF AB.  
Il recettore α invece lega tutte e tre le isoforme con un’alta affinità (Koyama.N et al 1992). 
Questo conferma il ruolo chiave che la via di trasduzione del segnale mediata da PDGF β 
ha nella conversione fenotipica delle VSMC. 
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Capitolo 2: scopo della Tesi 
 
Questo lavoro di Tesi, svolto all’interno del laboratorio di “Proteomica e Tecnologie 
Genomiche” dell’istituto di Fisiologia Clinica del CNR di Pisa, rappresenta il punto di 
partenza di una strategia di “knock-down” genico, volta a confermare il ruolo chiave 
giocato dal fattore di crescita PDGF (Platelet Derived Growth Factor) nella conversione 
fenotipica delle cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) dallo stato quiescente (tipico di 
una situazione fisiologica) allo stato proliferante (tipico di una situazione patologica). 
Questa modulazione fenotipica delle VSMC, come illustrato in precedenza, sembra essere 
al centro di molte patologie cardiovascolari, fra cui la ristenosi che si verifica in seguito a 
interventi di angioplastica con inserimento di stent.  
Poiché il fattore PDGF sembra essere il più potente induttore della conversione fenotipica 
delle VSMC, con questa Tesi di Laurea ci siamo inseriti in un Progetto di Ricerca più 
ampio che si prefigge di verificare la possibilità di realizzare uno o più strumenti 
molecolari selettivi in grado di inibire il segnale innescato dal fattore di crescita nelle 
VSMC. La strategia di “knock-down” che abbiamo adottato in questa parte del Progetto è 
stata quella del silenziamento RNA-dipendente del suo recettore PDGFR-β. La scelta del 
bersaglio è stata basata su quanto descritto in merito a studi precedenti che riferiscono 
come la via di trasduzione del segnale attivata, in seguito al legame con questa isoforma 
recettoriale, ricopra un ruolo chiave nell’attivazione patologica delle VSMC. Di 
conseguenza, l’inibizione mediante knock-down genico del suo recettore di membrana, 
potrà rappresentare un buon sistema d’indagine per confermare l’effettivo ruolo del PDGF 
in questo processo. Inoltre colpire un bersaglio come il PDGFR-β fornirà una valutazione 
diretta dell’efficacia dell’agente inibitorio impiegato mediante l’osservazione di proprietà 
biologiche facilmente misurabili come la proliferazione e la migrazione cellulare.  
Questo studio consentirà, inoltre, di realizzare un modello pilota d’inibizione della 
migrazione e della proliferazione cellulare che potrà essere esteso ad altri fattori di crescita 
o ad altri “bersagli” intracellulari della traduzione del segnale. 
Questa Tesi di Laurea si è focalizzata sulla prima parte del progetto realizzando la messa a 
punto di una tecnologia sperimentale valida per la progettazione, la sintesi e la 
caratterizzazione cinetica di un ribozima “hammerhead”. La progettazione di tale ribozima 
è stata orientata verso il gene che codifica il recettore PDGFR-β per il fattore di crescita 
PDGF nel maiale (Sus scrofa). La scelta del modello suino è stata determinata dalla 
disponibilità, presso il Laboratorio ospitante, di un modello di colture primarie di VSMC 
ottenute da espianti di coronaria di maiale in cui è possibile indurre la conversione 
fenotipica fra cellule quiescenti e cellule proliferanti molto simile a quella riscontrata in 
studi di patologia. 
In questo contesto, il lavoro della presente Tesi si prefigge di caratterizzare l’efficacia del 
ribozima “hammerhead” in termini di attività catalitica valutandone anche la dipendenza 
rispetto alla concentrazione degli ioni magnesio in soluzione. 
Questo primo livello metodologico di progettazione, sintesi e caratterizzazione rappresenta 
il punto di partenza del progetto più generale di “knock-down” genico, la cui tappa 
immediatamente successiva riguarderà la somministrazione a colture “in vitro” di VSMC 
da coronaria di maiale. Questo naturale completamento del progetto permetterà di 
convalidare il ruolo del fattore PDGF nell’attivazione patologica delle VSMC e aprirà le 
porte all’utilizzo dei ribozimi a fini investigativi, nella convalida del ruolo di marcatori di 
patologia, e nell’identificazione di nuovi bersagli terapeutici. Obiettivo finale dell’intero 
progetto sarà la realizzazione di esperimenti di “knock-down” “in vivo” su modelli di 
ristenosi coronarica indotti nel maiale dopo impianto di “stent”. 
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Capitolo 3: parte sperimentale 
 
Risultati e discussione 
 
 
3.1 Progettazione del ribozima 
 
La progettazione del ribozima “hammerhead” contro l’mRNA del recettore PDGFR-β di 
maiale (Sus scrofa) è stata effettuata utilizzando il metodo computazionale, in silico, già 
analizzato al paragrafo 1.3 della parte introduttiva (Mercatanti et al 2002), che risulta 
costituito dalle seguenti fasi  :  
1. Recupero della sequenza dell’mRNA target dalla banca dati “Genbank” 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/). 
2. Identificazione di tutte le sequenze consenso di scissione, NUH, all’interno della 
sequenza substrato. 
3. Selezione delle sequenze fiancheggianti ciascuna tripletta NUH sulla base 
dell’energie di annealing e dell’unicità della sequenza. 
4. Determinazione delle ipotetiche strutture secondarie che può assumere la molecola 
di mRNA bersaglio. 
5. Ordinamento delle strutture secondo la distribuzione di Boltzmann e valutazione 
del grado di accessibilità (punteggio o indice di accessibilità) associato a ciascuna 
regione target NUH. 
6. Selezione dei possibili bersagli mostranti i più alti “score di accessibilità”. 
7. Deduzione della specifica sequenza del ribozima per ciascun bersaglio e analisi dei 
possibili ripiegamenti secondari assunti per verificare se sono soddisfatti i tipici 
requisiti strutturali richiesti di un ribozima hammerhead. 
 
 
La sequenza dell’mRNA per PDGFR-β di Sus scrofa è stata ricavata dalla banca dati NCBI 
GENbank (ACCESSION NUMBER AF347050.1). 
Purtroppo le banche genetiche internazionali contengono una mappa parziale del genoma 
di Sus scrofa, e l’mRNA del PDGFR-β presenta solo due porzioni limitate di sequenza 
nota separate tra loro da un regione la cui composizione e lunghezza sono sconosciute. 
Ciascuna delle due porzioni note dell’mRNA è stata analizzata con il metodo 
computazionale in silico prescelto e ognuno dei punti chiave della procedura sopra esposta 
è stato valutato accuratamente. Qui di seguito sono mostrati i risultati ottenuti.  
Il metodo prevede una selezione iniziale dei parametri che debbono essere impostati per 
l’intera analisi della sequenza. Questi parametri definiscono il livello di selettività della 
ricerca e assicurano le condizioni migliori per l’individuazioni delle triplette NUH più 
favorevoli in termini di unicità delle sequenze fiancheggianti, indice di accessibilità ed 
energia libera di formazione dei due segmenti appaiati (∆Gleft , ∆Gright ) che devono essere 
tra loro molto simili allo scopo di garantire un appaiamento bilanciato. 
I parametri impostati sono stati: 
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Una sorta di scorrimento virtuale della sequenza (“walking down”) effettuato dal sistema 
di analisi, sulla base dei parametri mostrati sopra, ha prodotto il risultato riportato nel 
tabulato seguente che mostra i dati numerici ottenuti per ciascuna tripletta NUH:  
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I dati riportati riguardano uno dei due segmenti noti reperiti nella banca di dati e, in virtù 
della sua esigua lunghezza, è stato possibile riportare l’intero risultato. Come si può 
osservare, alcune triplette rispondono alle limitazioni imposte: unicità (un solo asterisco), 
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accessibilità (AI superiore al 40%) ed energia di appaiamento bilanciata sulle due braccia. 
Pertanto sono potenzialmente bersagli utili per il relativo ribozima. 
Il programma consente, inoltre, di visualizzare un resoconto delle triplette individuate, la % 
con cui esse compaiono all’interno della sequenza substrato e osservare come si riduce il 
numero dei possibili siti di scissione che soddisfano i requisiti impostati da questa procedura 
computazionale. 
 
 
 
 
Per una migliore comprensione dei dati si rimanda al paragrafo 1.3 della parte introduttiva, 
dove tale procedura di lavoro è stato analizzata nel dettaglio.  
 
Purtroppo a causa della conoscenza parziale della sequenza dell’mRNA bersaglio non 
abbiamo potuto compiere una valutazione rigorosa delle ipotetiche strutture secondarie 
assunte dalla molecola bersaglio, né verificare l’unicità dei siti di legame/scissione presenti 
all’interno della sequenza substrato, essendo il trascrittoma di maiale molto limitato.  
Nonostante questa condizione non ideale, al termine di quest’analisi, abbiamo individuato 
un sito di scissione, GUU, localizzato al nucleotide 288 di una delle due porzioni note 
dell’mRNA del PDGFR-β, che sembrava favorevole e che in linea teorica soddisfa i 
requisiti richiesti dalla procedura computazionale impiegata (evidenziato in rosso nella 
tabella dei dati soprastante e in Figura 23).  
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Figura 23. Rappresentazione della struttura secondaria più stabile della sequenza di mRNA del 
PDGFR-β    di Sus scrofa. Tale struttura è stata ottenuta attraverso la procedura computazionale “in 
silico” , che impiega il software MFOLD per la determinazione delle strutture secondarie. Essa 
presenta il miglior valore di energia libera di formazione (∆G°= -329,88 kcal/mol) e di conseguenza 
mostra la più alta probabilità di formazione. Nella lente blu è evidenziata la regione, in corrispondenza 
del nucleotide 288, dove si trova la sequenza di scissione GUU selezionata (qui rappresentata come 
GTT ed evidenziata con un riquadro rosso). La freccia rossa indica il sito di scissione. I colori utilizzati 
servono come indicazione per valutare la capacità di appaiamento di ogni nucleotide nell’insieme delle 
strutture secondarie determinate; il colore rosso indica che quel nucleotide non si appaia in nessuna 
delle ipotetiche strutture secondarie, il colore nero invece indica che quel nucleotide si appaia in tutte 
le strutture secondarie determinate. Gli altri colori rappresentano situazioni di appaiamento 
intermedie. 
 
La figura 23 è molto interessante perché mostra nel dettaglio la struttura secondaria con il 
miglior valore di energia libera di formazione (∆G°) e quindi con la più alta probabilità di 
formazione. Allo stesso tempo è in grado di fornire un’indicazione della possibile struttura 
secondaria assunta dalla regione corrispondente al sito di legame/scissione. Questo sito 
appartiene ad una regione dell’mRNA bersaglio poco ingombrata stericamente: tale 
caratteristica aumenta l’accessibilità delle sequenze bersaglio al ribozima, che quindi 
incontra una minor difficoltà di legarsi ad esse.  
La struttura del ribozima, infine, progettato contro questo sito di scissione (GUU) presenta 
una conformazione teorica ottimale perché in grado di permettere il legame con l’mRNA 
bersaglio e di soddisfare i requisiti strutturali richiesti per garantire un’efficiente attività di 
cleavage. Caratteristiche molto importanti, oltre al “folding” del ribozima, sono la sua 
energia libera di formazione (∆G°) e le energie libere di formazione dei due segmenti 
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appaiati (∆Gleft , ∆Gright ) che, come detto in precedenza, devono essere tra loro molto simili 
allo scopo di garantire un appaiamento bilanciato. 
Quest’ultimo requisito strutturale specifico della sequenza del ribozima, che viene costruita 
sulla base della sequenza del bersaglio, è la restrizione finale che può annullare tutti i 
parametri favorevoli precedentemente soddisfatti: accessibilità, unicità, energia bilanciata. 
Qualora ciò non accada, quel dato ribozima, progettato verso un determinato sito bersaglio, 
non potrà essere utilizzato, nonostante l’unicità delle sequenze fiancheggianti, energie 
libere di appaiamento bilanciate e l’alta accessibilità mostrata da quel sito. Un esempio di 
sito bersaglio molto favorevole ma scartato a causa della strutturazione del ribozima è 
evidenziato in azzurro nella tabella dei dati sopra riportata. 
 
 
  
 
 
Figura 24. Confronto tra strutture secondarie di due ribozimi “hammerhead” contro l’mRNA del 
PDGFR-β  di Sus scrofa ottenuti con il metodo di progettazione “in silico” prescelto. A sinistra 
struttura secondaria che presenta un folding corretto del ribozima “hammerhead” progettato contro 
la sequenza GUU in corrispondenza del nucleotide 288. Tale struttura soddisfa i requisiti per garantire 
un’efficiente attività di cleavage. A destra struttura secondaria di un ribozima “hammerhead” 
progettato contro la tripletta AUC in corrispondenza del nucleotide 52 che mostrava un alto indice di 
accessibilità e l’unicità delle sequenze fiancheggianti. Quest’ultimo ribozima presenta un ottimo valore 
di energia libera di formazione (∆G°) e valori bilanciati delle due energie libere di formazione relative 
ai due segmenti appaiati (∆Gleft , ∆Gright ), tuttavia, non soddisfa i requisiti strutturali richiesti perchè 
impegnato in un ripiegamento sfavorevole in cui i domini leganti il bersaglio si appaiano tra loro 
formando un ulteriore stem nella struttura.  Le linee rosse nella figura sottolineano i valori delle 
energie libere di formazione di queste molecole e le energie libere di formazione dei due segmenti 
appaiati. 
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3.2 Sintesi chimica di oligonucleotidi 
 
La sequenza catalitica del ribozima “hammerhead” disegnata al termine della fase di 
progettazione, è stata sintetizzata con due diversi metodi: per via chimica e per via 
enzimatica. In entrambi i casi è stato necessario ricorrere alla sintesi chimica degli acidi 
nucleici; infatti, anche la più economica strategia enzimatica prevede l’utilizzo di una 
molecola a singolo filamento di DNA da impiegare come stampo per la successiva 
trascrizione in “vitro” che pertanto deve essere preparato mediante la sintesi per via 
chimica. 
La sintesi degli oligonucleotidi è stata realizzata mediante l’uso di un sintetizzatore di acidi 
nucleici dell’Applied Biosystem, che esegue cicli di sintesi in maniera automatica e 
permette di ottenere molecole oligonucleotidiche a singolo filamento.  
La sintesi avviene in fase solida, in condizioni anidre ed in atmosfera inerte di Argon, 
sfruttando la chimica delle fosforoammiditi.  
La strategia di sintesi prevede l’inserimento di un monomero alla volta ad una catena 
crescente e procede in direzione 3’-5’, a differenza di quanto accade in ambito biologico. I 
monomeri utilizzati sono β-cianoetil fosforoammiditi, caratterizzati dalla presenza di 
gruppi protettori sulle basi azotate, sull’atomo di fosforo in posizione 3’ e sui gruppi 
idrossilici in posizione 2’e 5’.  
Tali monomeri, nel caso di sintesi di oligonucleotidi a DNA, sono costituiti da un nucleo 
2’-deossiribonucleosidico che presenta le seguenti caratteristiche: 
- Al gruppo idrossilico in posizione 1’ è legata la base azotata mediante legame N-
glicosidico. I gruppi amminici esociclici delle basi sono protetti da un determinato 
gruppo protettore, rappresentato dal gruppo benzoilico o benzoile (Bz) per la 
citosina e l’adenina e dal gruppo isobutirrilico o isobutirrile (iBu) per la guanina. 
- Al gruppo idrossilico in posizione 3’ è legato un atomo di fosforo nello stato di 
ossidazione +3 [P+3]; questo atomo è protetto da un gruppo β-cianoetile e da un 
gruppo N,N-diisopropilaminico. 
- Il gruppo idrossile in posizione 5’ è protetto con un gruppo dimetossitritile (DMT). 
 
I monomeri utilizzati per la sintesi di DNA sono quindi la N-6-benzoil-deossiadenosina β-
cianoetil-fosforoamidite, la N-4-benzoil-deossicitidina β-cianoetil-fosforoamidite, la N-2-
isobutirril-deossiguanosina β-cianoetil-fosforoamidite, la Deossitimidina β-cianoetil-
fosforoamidite (Figura 25).  
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Figura 25. Strutture chimiche delle fosforoamiditi utilizzate per la sintesi di DNA. A destra è possibile 
osservare la struttura del nucleo 2’deossiribonucleosidico, con i gruppi protettori presenti sul gruppo 
fosfato in posizione 3’ e sul gruppo idrossilico in posizione 5’. A sinistra sono rappresentate le basi 
azotate con i gruppi protettori benzoile e isobutirrile a protezione dei gruppi amminici esociclici.  
 
 
Il supporto solido, utilizzato per la sintesi, è costituito da vetro a porosità controllata (CPG) 
contenuto all’interno di una colonnina. La porosità del vetro viene opportunamente 
selezionata in base al tipo di sequenza che si vuole sintetizzare. Infatti, un vetro con pori 
molto stretti garantisce una maggiore superficie di scambio e quindi un numero di siti di 
reazione più elevato per unità di superficie. Tuttavia, la lunghezza della sequenza crescente 
genera un ingombro sterico che impedisce sempre più la libera circolazione dei reagenti 
all’interno delle trame del riempimento sfavorendo il progredire della sintesi sequenziale. 
Pertanto, si usa scegliere soluzioni di compromesso con vetro a porosità sempre più elevata 
quanto più lunghe siano le sequenze da realizzare. 
Ogni sintesi inizia con la scelta dell’appropriato monomero, corrispondente all’estremità 3’ 
della sequenza oligonucleotidica da sintetizzare: tale monomero presenta il gruppo 
idrossilico in posizione 3’ che non è legato, come negli altri monomeri all’atomo di fosforo 
[P+3] ma è legato al CPG attraverso un’opportuna molecola spaziatrice (Figura 26).  
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Figura 26. Struttura chimica del complesso iniziale impiegato per la sintesi di oligonucleotidi a DNA. Il 
nucleotide, legato mediante un gruppo spaziatore (o distanziatore) al supporto solido costituito dal 
vetro a porosità controllata (CPG), rappresenta l’estremità 3’ dell’oligonucleotide da sintetizzare: 
questo perché la sintesi per via chimica procede in direzione 3’-5’. Il 5’-OH di questo nucleotide è 
protetto con un gruppo dimetossitritile (DMT).  
 
 
Il ciclo di sintesi degli oligonucleotidi comprende quattro fasi (Figura 27): 
1. “Detritylation” 
2. “Coupling” 
3. “Capping” 
4. “Oxidation” 
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Figura 27. Schema del ciclo di sintesi degli oligonucleotidi. La sintesi avviene in fase solida, in 
condizioni anidre ed in atmosfera inerte di Argon, sfruttando la chimica delle fosforoammiditi. Le fasi 
di ogni ciclo sono quattro: detritylation, coupling, capping e oxidation. 
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“Detritylation”  
 
La prima fase del ciclo di sintesi è rappresentata dalla “detritylation” (o detritilazione) in 
cui si assiste alla rimozione del gruppo dimetossitritile (DMT) dal gruppo idrossilico in 
posizione 5’ del ribosio con la conseguente formazione del gruppo OH libero. Questa 
reazione di deprotezione può interessare la posizione 5’ del nucleoside legato al supporto 
solido (nel caso del primo monomero) oppure dell’ultimo nucleotide appena addizionato 
alla catena crescente. 
La deprotezione viene effettuata con acido tricloroacetico anidro in soluzione di 
diclorometano (TCA/DCM). Il gruppo protettore DMT esce dalla reazione sottoforma di 
catione dimetossitritile che possiede due caratteristiche importanti: una carica positiva e 
una colorazione arancione molto intensa (Figura 28). Tali caratteristiche sono sfruttate per 
monitorare quantitativamente per via conduttimetria, sfruttando la carica dello ione, oppure 
per via spettrofotometrica, sfruttando la colorazione dello ione, il grado di deprotezione di 
ciascun monomero che viene inserito alla catena crescente, partendo dal primo (che si 
trova ancorato alla fase solida) fino all’ultimo monomero inserito (quello che corrisponde 
all’estremità 5’ della sequenza oligonucleotidica). In questo modo è possibile, per ogni 
ciclo di sintesi, valutare la resa della reazione di accoppiamento appena avvenuta (vedi in 
seguito la Figura 32). 
Un aspetto critico importante da tenere in considerazione in questa prima fase è che le basi 
azotate dei nucleotidi, in particolare le purine, sono sensibili agli acidi; proprio per questo 
motivo la tappa di detritilazione non deve essere troppo lunga. 
 
 
 
 
Figura 28. Fase di detritylation: in questa fase si ha la reazione di deprotezione catalizzata dall’acido 
tricloroacetico, del gruppo OH in posizione 5’ delle fosforoamiditi, con la formazione dle catione 
dimetossitritile che è una specie carica positivamente e con una colorazione arancio intensa. 
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“Coupling” 
 
Nella fase di “coupling” (o accoppiamento) viene inviata nella colonnina di reazione una 
soluzione del monomero successivo in acetonitrile anidro. Questa “dose” di monomero 
viene miscelata in loco con una soluzione di tetrazolo e acetonitrile anidro.  
Il tetrazolo è utilizzato come attivatore della fosforoamidite, che deve legarsi alla catena 
oligonucleotidica in formazione. Infatti, grazie al suo carattere debolmente acido, il 
tetrazolo è in grado di protonare l’atomo di azoto del gruppo diisopropilaminico, legato 
all’atomo di fosforo in 3’. Questo evento rende l’atomo di fosforo elettron-deficiente e il 
gruppo protettore di tipo aminico un buon gruppo uscente. 
Questa situazione favorisce l’attacco nucleofilo al gruppo fosforico da parte del gruppo OH 
(nucleofilo) in posizione 5’ del monomero ancorato al supporto solido (nel caso del primo 
ciclo di sintesi) o dell’ultimo monomero introdotto nella catena crescente, nei cicli 
successivi. Si realizza così una reazione di sostituzione nucleofila con l’allontanamento del 
gruppo uscente diisopropilaminico e la formazione di un legame fosfodiesterico 3’-5’ 
(Figura 29). 
La sintesi viene eseguita in ambiente anidro proprio per evitare che gruppi idrossilici, 
eventualmente presenti nell’ambiente di reazione, reagiscano al posto del gruppo OH al 5’ 
della fosforoamidite, determinando così un abbassamento delle rese. L’ambiente anidro è 
mantenuto usando acetonitrile anidro come solvente per tutti i reagenti e mantenendo le 
bottiglie pressurizzate con argon purificato. 
 
 
 
Figura 29. Fase di coupling: in questa fase si ha l’attivazione, mediata dal tetrazolo, della posizione 3’ 
della fosforoamidite che deve essere introdotta nella catena crescente. In seguito si ha la formazione di 
un legame fosfodiesterico 3’-5’ come conseguenza di una reazione di sostituzione nucleofila tra il 5’OH, 
dell’ultimo nucleotide della catena in formazione, e il fosfato elettron-deficiente in posizione 3’ del 
monomero attivato. 
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“Capping” 
 
In questa fase tutti i gruppi 5’OH liberi, che non hanno reagito nella precedente fase di 
coupling con l’ultimo monomero aggiunto, vengono bloccati in modo permanente. Lo 
scopo di questo stadio della procedura è quello di impedire la formazione di sequenze 
oligonucleotidiche errate derivanti dall’eventuale reazione degli OH non appaiati nello 
stadio precedente con il monomero successivo. Questo evento anziché produrre la 
sequenza ….N-N+1-N+2…, produrrebbe, infatti, la sequenza …N-N+2… . Il risultato è la 
minimizzazione delle impurità e la semplificazione del processo di purificazione dei 
prodotti desiderati. 
Per bloccare in modo permanente gli OH non reagiti in posizione 5’ della catena 
oligonucleotidica crescente, viene inviata in colonna una soluzione di anidride acetica e N-
metilimidazolo in THF. I gruppi idrossilici non reagiti sono, così, convertiti in gruppi 
esterei, con la formazione dell’estere acetico (o acetossile) corrispondente (Figura 30). 
 
 
 
Figura 30. Fase di capping: in questa fase i gruppi 5’OH non reagiti sono bloccati in modo permanente 
mediante reazione di esterificazione con anidride acetica e N-metilimidazolo in THF, con la formazione 
in, posizione 5’, dell’estere acetico.  
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“Oxidation” 
 
L’atomo di fosforo legato alle fosforoamiditi in posizione 3’ si trova nello stato di 
ossidazione +3. In seguito alla reazione di accoppiamento si forma un fosfito triestere  con 
il fosforo [P+3] che unisce le estremità 5’ della catena crescente con il 3’ dell’ultimo 
monomero aggiunto.  
In questa fase si ha l’ossidazione del fosfito a fosfato triestere con il conseguente 
passaggio, per il fosforo, dallo stato di ossidazione +3 a +5 [P+5].  
La reazione viene effettuata inviando in colonna una soluzione acquosa di iodio in 
presenza di piridina (Figura 31); questa fase è l’unica del ciclo di sintesi che non avviene in 
ambiente anidro, dal momento che una molecola di acqua è necessaria per la formazione in 
loco del gruppo fosforico.  
 
 
 
Figura 31. Fase di oxidation: in questa fase si ha l’ossidazione mediata da una soluzione acquosa di 
iodio, dell’atomo di fosforo del gruppo fosfito triestere che si trasforma in fosfato triestere. Nella 
reazione interviene anche la piridina che strappa un protone legato ad uno degli atomi di ossigeno 
legati al fosforo, favorendo così l’ossidazione di quest’ultimo. 
 
Al termine di questa fase è possibile iniziare un altro ciclo ripartendo dalla prima fase, 
ossia dalla detritilazione (come mostrato in Figura 27), purché un opportuno lavaggio in 
acetonitrile ripristini le condizioni di anidricità. 
Alla fine di tutti i cicli ogni fosfato triestere contiene ancora il gruppo β-cianoetile, i gruppi 
aminici esociclici delle basi azotate contengono il corrispondente gruppo protettore, i 
gruppi 5’-OH non reagiti sottoposti a capping sono in forma di esteri (con legato il gruppo 
acetile), infine il gruppo OH in posizione 5’ dell’ultimo monomero inserito nella catena 
presenta il gruppo DMT.  
La detritilazione del 5’OH di questo ultimo monomero (corrispondente all’estremità 5’ 
della catena oligonucleotidica appena sintetizzata) viene effettuata direttamente dal 
sintetizzatore al termine dell’ultimo ciclo di sintesi. 
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3.2.1 Sintesi Chimica di DNA 
 
Gli oligonucleotidi di DNA sintetizzati sono stati: 
- L’oligonucleotide a singolo filamento (ssDNA) da utilizzare come stampo per il ribozima 
“hammerhead” contro il recettore PDGFR-β di Sus scrofa GUU 288, contenente 
all’estremità 3’ la sequenza promotrice T7 necessaria per la trascrizione in vitro 
(rappresentata in rosso). 
3’- CAT TAT GCT GAG TGA TAT C – C AGG AAC GAC TAC TCC GGC TTT CCG 
GCT TTG GTA TA – 5’  
 
- L’oligonucleotide con una sequenza complementare alla sequenza promotrice presente 
sul DNA stampo, che serve per formare il promotore a doppio filamento riconosciuto 
dalla T7 RNA polimerasi e permettere così la trascrizione in vitro. 
3’- GAT ATC ACT CAG CAT AAT G – 5’ 
 
Di seguito è riportato come esempio il report di sintesi della sequenza promotrice della 
T7 RNA polimerasi (Figura 32). 
 
 
 
Figura 32. Report di sintesi di DNA relativo al promotore T7. Nell’istogramma sono riportati i valori, 
misurati dal sintetizzatore, di ciascun’area del picco corrispondente al gruppo dimetossitritile (DMT) 
che viene liberato dopo ogni fase di detritilazione. Questo gruppo protettore, come riportato nel testo, 
presenta una colorazione arancio intensa e una carica positiva; queste due caratteristiche sono 
sfruttate per monitorare quantitativamente per via conduttimetria oppure per via spettrofotometrica 
il grado di deprotezione di ciascun monomero che viene inserito alla catena crescente. In questo 
modo è possibile, per ogni ciclo di sintesi, valutare la resa della reazione di accoppiamento appena 
avvenuta. 
 
 
Rimozione dell’oligonucleotide dal supporto e deprotezione del DNA 
 
Al termine del processo di sintesi, occorre rimuovere l’oligonucleotide dal supporto 
solido (vetro a porosità controllata) e deproteggere i vari gruppi funzionali, che legano 
ancora i gruppi protettori (Figura 33). 
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Nel caso di oligonucleotidi di DNA la deprotezione prevede un trattamento “overnight” a 
55°C con idrossido d’ammonio (ammoniaca al 33%). Questo trattamento è in grado di: 
- Rimuovere l’oligonucleotide dal supporto. 
- Deproteggere il gruppo fosfato mediante β-eliminazione del gruppo cianoetile. 
- Deproteggere i gruppi aminici esociclici delle basi azotate (con allontanamento 
dell’anione benzoato per la citosina e l’adenina e dell’anione isobutanoato per la 
guanina). 
- Rimuovere il gruppo acetile presente sui gruppi 5’-OH non reagiti, che sono stati 
sottoposti a capping.  
 
 
Figura 33. Deprotezione e distacco dal supporto solido degli oligonucleotidi di DNA mediante 
trattamento overnight a 55°C con ammoniaca al 33%. 
 
 
Preparazione del prodotto di sintesi alla purificazione 
  
Al termine della fase di deprotezione, il prodotto di sintesi è stato sottoposto ad una serie di 
trattamenti volti a preparare l’oligonucleotide per il successivo processo di purificazione.  
Il primo passo è stato la decantazione del campione effettuata allo scopo di separare il 
liquido surnatante (contente l’oligonucleotide) dal vetro a porosità controllata (che 
rappresenta la fase solida della soluzione decantata). 
Il campione è stato quindi degassato sotto una corrente di flusso d’azoto inerte, scaldando 
la provetta in cui è contenuto a 55°C, al fine di allontanare l’ammoniaca utilizzata per la 
deprotezione ancora presente in soluzione. 
In seguito la soluzione, separata dal vetro poroso e ormai priva di ammoniaca, è stata 
filtrata per rimuovere eventuali residui del CPG. 
Alla fine di questa serie di operazioni il campione è stato sottoposto a liofilizzazione. Il 
liofilizzato è stato ridisciolto in un piccolo volume di acqua sterile e sottoposto al processo 
di purificazione. 
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Purificazione del prodotto di sintesi 
 
Dopo la sintesi e la successiva fase di deprotezione, il prodotto desiderato si trova in 
soluzione insieme ad una serie di impurezze rappresentate da sequenze oligonucleotidiche 
abortive (definite cortameri) e sottoprodotti della deprotezione che si sono formati in 
seguito a trattamento con ammoniaca al 33% (sali ammoniacali). Per questo motivo è 
necessario purificare il prodotto di sintesi separandolo dalle impurezze presenti nel 
campione. A tale scopo la purificazione è stata effettuata mediante cromatografia liquida 
ad alta risoluzione (HPLC) a scambio ionico, impiegando una colonna di livello 
preparativo, in grado di effettuare separazioni su quantità elevate di soluto.  
La fase stazionaria utilizzata è una resina a scambio anionico forte costituita da particelle 
con diametro medio di 15 µm che espongono gruppi funzionali di ammonio quaternario 
legati ad una matrice polimerica di stirene-divinilbenzene. Questi gruppi di ammonio 
quaternario carichi positivamente sono in grado di attrarre specie cariche negativamente. In 
condizioni di equilibrio (bassa forza ionica), le cariche positive presenti sulla resina sono 
bilanciate da ioni negativi contenuti nei sali dei tamponi. Nelle nostre condizioni 
sperimentali, a bassa forza ionica, abbiamo usato un tampone contenente come specie 
carica negativamente l’anione perclorato (ClO4-) ad una concentrazione pari a 100 mM 
(concentrazione in condizioni di equilibrio). 
Una volta introdotto il campione da purificare in colonna, le molecole di DNA, dotate di 
gruppi fosforici carichi negativamente, sono in grado di interagire con i cationi di ammonio 
quaternario della matrice e di spiazzare gli ioni perclorato della fase mobile. Maggiore è la 
carica complessiva della molecola di DNA, più la molecola si legherà fortemente agli ioni 
della matrice e meno facilmente sarà spostata da altri ioni. Il distacco degli oligonucleotidi 
dalla fase stazionaria, generalmente, è ottenuto variando le condizioni di pH e/o della forza 
ionica. Nel nostro caso l’eluizione è avvenuta applicando un gradiente lineare di sodio 
perclorato (NaClO4), quindi variando solo le condizioni della forza ionica. In questo modo 
la concentrazione di perclorato aumenta nel tempo riuscendo a competere, con diversa 
abilità, le molecole oligonucleotidiche che si sono legate alla fase stazionaria. Lo ione 
perclorato è più efficace dello ione cloruro per le sue proprietà “caotropiche”. Si tratta, 
infatti, di uno ione che, a causa della sua ampia sfera di solvatazione, induce una più forte 
perturbazione (caos) alla struttura “ordinata” e compatta dell’acqua. Questo fenomeno 
favorisce l’idratazione e la risolublizzazione di quanto legato alla fase stazionaria. [N.B. il 
contrario di “caotropico” è “cosmotropico”, ovvero uno ione dotato di una ridotta sfera di 
solvatazione che non altera apprezzabilmente l’ordine e la compattezza del solvente 
circostante]. 
Le sequenze più corte sono spiazzate più facilmente a causa della loro minore carica 
negativa e quindi saranno ritenute per tempi più brevi. Al contrario le sequenze più lunghe 
sono spiazzate con più difficoltà e quindi vengono eluite con tempi di ritenzione più elevati 
a causa della carica negativa più grande (Figura 34).  
Il rivelatore utilizzato, per la determinazione delle molecole eluite dalla colonna, è di tipo 
spettrofotometrico ed è regolato per la misura dell’assorbanza a 260 nm (lunghezza d’onda 
alla quale assorbono gli acidi nucleici). 
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Figura 34. Fasi della cromatografia a scambio anionico. Le immagini rappresentano la successione 
degli eventi che avvengono in una cromatografia a scambio anionico, dalla fase stazionaria iniziale 
(rappresentata nella prima immagine a sinistra) alla fase di eluizione (rappresentata nelle successive 
immagini). Com’è possibile osservare la matrice è carica positivamente (sfere rosse) ed è in grado di 
legare molecole con cariche negative, in questo caso i sali (sfere azzurre) e gli oligonucleotidi 
(rappresentati nella figura dalle tre molecole con le diverse colorazioni di verde). Applicando un 
gradiente salino (raffigurato dall’aumento d’intensità della colorazione azzurra sullo sfondo) le tre 
molecole vengono eluite fuori dalla colonna in tempi diversi. In basso è presente l’andamento 
temporale di un cromatogramma che ci permette di osservare l’uscita dei tre picchi corrispondenti alle 
tre molecole con carica negativa che vengono separate sulla base delle diverse caratteristiche elettriche. 
 
 
Prima di procedere con la separazione vera e propria è stata effettuata una corsa “analitica” 
iniettando un piccolo volume della soluzione campione (post-liofilizzazione). Tale corsa 
consente di valutare la qualità del prodotto sintetizzato, il suo tempo di ritenzione, la 
presenza di sequenze abortive e di altre impurezze (Figura 35). In seguito è stata effettuata 
una corsa “preparativa” iniettando un volume notevolmente più grande e recuperando solo 
la frazione di eluato contenente l’oligonucleotide desiderato (Figura 36). In questo modo si 
è separato il prodotto d’interesse dalle impurezze presenti nel campione. 
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Figura 35. Cromatogramma relativo alla corsa analitica del DNA stampo per il ribozima contro 
l’mRNA del PDGFR-β  di Sus scrofa GUU 288 ottenuto in seguito a iniezione di 10 µ l di campione. 
 
 
 
Figura 36. Cromatogramma relativo alla corsa preparativa del DNA stampo per il ribozima contro 
l’mRNA del PDGFR-β  di Sus scrofa GUU 288. In corrispondenza del picco del DNA stampo, tra 23 e 
26 minuti, è stato raccolto l’eluato in uscita dalla colonna, separando così il prodotto d’interesse dalle 
impurezze presenti nel campione. 
 
La soluzione finale ottenuta contiene, tuttavia, una notevole quantità di sali provenienti 
dagli eluenti utilizzati per la separazione cromatografica, che sono recuperati durante la 
raccolta dell’effluente dalla colonna. Per questo motivo è necessaria una nuova 
purificazione del prodotto attraverso una cromatografia di esclusione molecolare (gel 
filtrazione).  
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Prima di procedere con questa operazione è necessario concentrare la soluzione del 
campione, perché molto diluita dopo la cromatografia (HPLC) a scambio ionico. È stato, 
perciò, utilizzato un evaporatore rotante per concentrare il campione. 
Al termine di tale operazione è possibile procedere con la cromatografia di esclusione 
molecolare che permette la separazione dei soluti sulla base delle loro differenze in termini 
di dimensione molecolare e forma. In questo caso la separazione è stata effettuata su una 
colonna riempita di sephadex G25, una resina costituita da sfere porose di destrano con 
dimensioni che vanno da 170 µm a 520 µm. Le molecole di DNA, essendo molto grandi, 
non sono in grado di penetrare attraverso i pori della fase stazionaria e quindi passano 
attraverso gli spazi interstiziali presentando così un breve tempo di ritenzione. Al contrario 
i sali, essendo di dimensioni notevolmente inferiori, passano attraverso i pori all’interno 
della matrice polimerica ove si ha uno scambio limitato con la fase mobile e vengono eluiti 
con tempi di ritenzione più grandi (Figura 37). 
 
Figura 37. Cromatografia di esclusione molecolare. Nell’immagine le molecole oligonucleotidiche più 
grandi sono rappresentate in giallo, mentre i sali,presenti nel campione sono le piccole sfere verdi e 
rosa.  
 
 
Alla colonna sono collegati in linea due sistemi di rivelazione: l’uscita dell’oligonucleotide 
è evidenziata da un rivelatore fotometrico impostato su una lunghezza d’onda di 260 nm e 
collegato ad un registratore. L’uscita dei sali è evidenziata da un rivelatore 
conduttimetrico. Anche in questo caso si raccoglie l’eluato in uscita dalla colonna in 
corrispondenza del picco di uscita del prodotto di interesse. 
La desalinizzazione del campione mediante cromatografia di esclusione molecolare è 
risultata più efficiente della dialisi nel caso dei nostri campioni sperimentali. 
Al termine di questa purificazione l’oligonucleotide è stato nuovamente concentrato 
mediante evaporatore rotante e quantificato per via spettrofotometrica. Il prodotto 
purificato e quantificato è stato nuovamente liofilizzato e conservato a -80°C fino al suo 
utilizzo. 
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3.2.2 Sintesi Chimica di RNA 
 
Nella sintesi per via chimica di RNA i monomeri utilizzati sono costituiti da un nucleo 
ribonucleosidico e si differenziano da quelli impiegati nella sintesi di DNA per la presenza 
in posizione 2’ di un gruppo idrossilico opportunamente protetto da un gruppo ter-butil-
dimetilsilile (TBDMS) (Figura 38). 
 
 
Figura 38. Struttura di una generica fosforoamiidite utilizzata nella sintesi di RNA. Oltre ai gruppi 
protettori presenti sui gruppi aminici esociclici delle basi, sul fosforo in 3’ e sull’idrossile in 5’ è 
presente un gruppo protettore sull’idrossile in posizione 2’ (il ter-butil-dimetilsilile, TBDMS) che 
differenzia questi monomeri da quelli impiegati per la sintesi di DNA. 
 
Nel paragrafo 1.3 della parte introduttiva è stata esposta l’eventuale possibilità di 
introdurre nucleotidi modificati chimicamente nelle molecole di RNA sintetiche al fine di 
aumentare la resistenza alle ribonucleasi e quindi il tempo di emivita nell’ambiente 
biologico. 
Nonostante ciò la sintesi degli oligonuleotidi di RNA è stata effettuata utilizzando 
monomeri “naturali” che non presentavano stabilizzazioni di tipo chimico in alcuna 
posizione.  
Gli oligonucleotidi di RNA sintetizzati sono stati: 
- Il ribozima “hammerhead” contro PDGFR-β di Sus scrofa GUU 288 
5’ – UCC UUG CUG AUG AGG CCG AAA GGC CGA AAC CAU AU – 3’ 
 
- La sequenza bersaglio dell’mRNA per PDGFR-β di Sus scrofa contenente il sito di 
legame/scissione GUU 288 riconosciuto dal ribozima “hammerhead” progettato. 
5’- GUC AUA UGG UUC AAG GAC AAC – 3’ 
 
Dal momento che con il sintetizzatore automatico non è possibile ottenere sequenze 
nucleotidiche molto lunghe (come ad esempio un intero filamento di mRNA), è stato 
deciso di sintetizzare una sequenza bersaglio minima che rappresenta solo una piccola 
porzione dell’mRNA del PDGFR-β, ma che comunque ci permette di valutare l’attività 
catalitica del ribozima. Proprio la prospettiva di un suo rapido utilizzo, per la valutazione 
“in vitro” delle proprietà catalitiche del ribozima “hammerhead”, è stata la motivazione 
che ci ha spinto a sintetizzare la sequenza bersaglio minima. 
 
È molto importante notare che la sintesi di RNA in termini di resa, è meno efficiente di 
quella del DNA (Figura 39). Questo probabilmente è dovuto all’ingombro sterico del 
gruppo protettore in posizione 2’ che rende meno accessibile l’atomo di fosforo in 
posizione 3’ all’attacco nucleofilo del gruppo 5’-OH. Per questo motivo la sintesi di RNA 
richiede soluzioni di fosforoamiditi più concentrate e protocolli diversi da quelli impiegati 
nella sintesi di DNA. In particolare, i tempi di durata della fase di “coupling”, che abbiamo 
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messo a punto per l’occasione, sono risultati notevolmente più lunghi nell’ottica di favorire 
la reazione di sostituzione nucleofila. 
 
 
 
 
Figura 39. Report di sintesi di RNA relativo alla sintesi della sequenza bersaglio minima dell’mRNA 
per PDGFR-β  di Sus scrofa GUU 288 In questo istogramma sono riportati i valori, misurati dal 
sintetizzatore, di ciascun’area del picco corrispondente al gruppo dimetossitritile (DMT) che viene 
liberato dopo ogni fase di detritilazione. Se si confronta questo report con quello della sintesi di DNA 
del promotore T7 mostrato in figura 32 si può notare che le rese di reazione per l’RNA sono 
notevolmente inferiori rispetto a quelle del DNA. 
 
È importante sottolineare come tutte le fasi lavorative descritte in seguito, così come le 
altre fasi che vedono il coinvolgimento di molecole oligonucleotidiche di RNA sono state 
condotte utilizzando soluzioni sterili presumibilmente prive di ribonucleasi, al fine di 
prevenire la degradazione delle molecole di RNA. 
 
Rimozione dell’oligonucleotide dal supporto e deprotezione dell’RNA 
 
Come visto anche per la sintesi di oligonucleotidi di DNA è necessario al termine del 
processo di sintesi rimuovere l’oligonucleotide dal supporto solido (CPG) e deproteggere i 
vari gruppi funzionali. 
La procedura che abbiamo utilizzato è del tutto analoga a quella precedentemente descritta 
e pertanto verrà omessa, l’unica differenza riguarda l’idrossido di ammonio che abbiamo 
impiegato. Infatti, a causa della maggiore idrofobicità del prodotto grezzo (il gruppo 
TBDMS al 2’ contribuisce non poco a questa condizione sfavorevole) la miscela di 
reazione è stata trattata “overnight”, a 55°C, con una soluzione costituita da ammoniaca al 
33% (aperta di fresco) ed etanolo assoluto in rapporto 3:1.  
Questo trattamento non è però in grado di deproteggere il gruppo idrossilico in posizione 
2’ del ribosio cui è legato il gruppo ter-butil-dimetil-silile (TBDMS), perché quest’ultimo 
non è sensibile allo ione ammonio. Prima di procedere con la deprotezione di questa 
posizione sullo zucchero, si recupera la soluzione contenente il prodotto grezzo deprotetto 
e si allontana l’ammoniaca con flusso di azoto come descritto in precedenza. 
La miscela grezza risultante viene liofilizzata e trattata con una soluzione di trietilamina 
triidrofluoruro e dimetil formammide (TEA·3HF/DMF) in rapporto 3:1, a 55°C per tre ore. 
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La rimozione del gruppo protettore avviene grazie all’azione degli ioni fluoruro in eccesso 
(Figura 40). Con la rimozione del TBDMS tutte le posizioni, sia sulle basi sia sullo 
zucchero, sono state deprotette. 
 
Figura 40. Meccanismo di deprotezione del gruppo idrossilico in posizione 2’ del ribosio ad opera dello 
ione fluoruro. Lo ione fluoruro, della trietilamina triidrofluoruro, compie un attacco nucleofilo 
sull’atomo di silicio del gruppo protettore TBDMS, con il conseguente distacco di questo gruppo e la 
formazione dell’OH in posizione 2’. 
 
 
Rimozione dei sali e sottoprodotti dalla miscela grezza 
 
A conclusione della fase di deprotezione, il prodotto di sintesi deve essere sottoposto ad 
una serie di trattamenti con lo scopo di adeguare il campione al processo di purificazione. 
Dopo il trattamento con la soluzione di trietilamina triidrofluoruro e dimetil formammide, 
il campione è stato precipitato con una soluzione di etanolo e acetato di sodio, a – 20°C 
“overnight”. Il precipitato ottenuto è stato, quindi, separato dal liquido surnatante e poi 
sottoposto a lavaggi con etanolo al 70%. Il pellet è stato recuperato e asciugato sottocappa 
per allontanare l’etanolo rimasto. Al termine di questa procedura il residuo solido è stato 
risospeso in un piccolo volume di acqua sterile; il campione dopo tutti questi trattamenti è 
ricco di sali per cui è necessario effettuare una prima cromatografia di esclusione 
molecolare per separare l’RNA dai sali (in particolare dai fluoruri utilizzati per la 
deprotezione del 2’-OH del ribosio). La fase stazionaria (sephadex G25) e l’intero apparato 
cromatografico utilizzato sono gli stessi descritti per la rimozione dei sali durante la 
purificazione del DNA. L’eluato raccolto dalla corsa cromatografica è stato prima 
liofilizzato, poi risospeso e quindi sottoposto a trattamento di competizione con NaCl per 
allontanare i residui ioni fluoruro rimasti legati all’RNA. In questo tipo di operazione 
l’eccesso di ioni cloruro della soluzione utilizzata sono in grado di competere e di 
spiazzare gli ioni fluoruro legati all’RNA. Dopo questi passaggi i cloruri presenti in 
soluzione devono essere rimossi; per questo motivo è stata eseguita una seconda 
cromatografia di esclusione molecolare. L’eluato raccolto deve essere, quindi, concentrato 
a piccolo volume per la successiva purificazione. Questo può essere effettuato sia mediante 
evaporazione (utilizzando l’evaporatore rotante) sia tramite liofilizzazione. 
A questo punto il campione è pronto per essere purificato. 
 
Purificazione del prodotto di sintesi 
 
Al termine di questa lunga serie di trattamenti, il prodotto desiderato deve essere separato 
dalle impurezze presenti nel campione (cortameri e sottoprodotti delle reazioni di 
deprotezione). La purificazione è stata effettuata mediante cromatografia liquida ad alta 
risoluzione (HPLC) a scambio ionico nelle stesse condizioni utilizzate per la purificazione 
delle molecole di DNA. 
Come descritto in precedenza, prima si effettua una corsa analitica in HPLC e poi, se 
necessario, si esegue una corsa preparativa per purificare il prodotto di interesse (Figure 40 
e 41). La qualità eccellente dei prodotti di sintesi rivelati dalle cromatografie di grado 
  
74 
analitico ci ha permesso di scegliere di evitare cromatografie di tipo preparativo e i prodotti 
di sintesi sono stati utilizzati direttamente negli esperimenti successivi. Dopo la 
caratterizzazione in HPLC gli oligonucleotidi ottenuti sono stati poi concentrati con 
l’evaporatore rotante e sottoposti a un’ulteriore cromatografia di esclusione molecolare per 
allontanare i sali dei tamponi in cui erano stati disciolti. Al termine di quest’ultima 
purificazione gli oligonucleotidi sono stati nuovamente concentrati e quantificati per via 
spettrofotometrica. 
I prodotti purificati e quantificati sono stati liofilizzati e conservati a -80°C fino al loro 
utilizzo. 
 
 
 
 
Figura 40. Ribozima contro PDGFR-β  di Sus scrofa GUU 288. Cromatogramma ottenuto in seguito a 
corsa analitica post deprotezioni. Data la buona qualità del cromatogramma (assenza di picchi 
corrispondenti ai cortameri) non è stata effettuata la purificazione mediante HPLC preparativa. 
 
 
 
 
 
Figura 41. Target PDGFR-β  di Sus scrofa GUU 288. Cromatogramma ottenuto in seguito a corsa 
analitica post deprotezioni. Anche in questo caso data la buona qualità del cromatogramma (assenza di 
picchi corrispondenti ai cortameri) non è stata effettuata la purificazione mediante HPLC preparativa. 
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3.3 Sintesi enzimatica di RNA 
 
La sintesi per via enzimatica di RNA rappresenta, sulla carta, una strategia più economica 
per ottenere molecole oligonucleotidiche. Questa metodologia comprende una reazione di 
trascrizione, a partire da uno stampo di DNA, catalizzata dall’enzima T7 RNA polimerasi 
(una RNA polimerasi-DNA dipendente proveniente dal batteriofago T7). 
A questo scopo abbiamo utilizzato la sequenza di DNA sintetizzata e purificata come 
descritto precedentemente. La sequenza del DNA stampo comprende all’estremità 3’ una 
porzione necessaria per l’appaiamento con un “innesco” di DNA (anche questo 
appositamente sintetizzato in precedenza) necessario per la formazione del sito a doppia 
elica, promotore, riconosciuto dall’enzima T7 RNA polimerasi. La sequenza dello stampo 
di DNA in grado di codificare il “ribozima hammerhead” contro il PDGFR-β di Sus scrofa, 
GUU 288, è la seguente (in rosso è evidenziata la sequenza promotrice a singolo 
filamento): 
 
3’- CAT TAT GCT GAG TGA TAT C – C AGG AAC GAC TAC TCC GGC TTT CCG 
GCT TTG GTA TA – 5’  
Il primo nucleotide della sequenza che deve essere trascritta è una citosina, perché è stato 
dimostrato che la presenza di questo nucleotide favorisce la trascrizione da parte della T7 
RNA polimerasi. 
 
L’altra molecola di sintesi impiegata in questo processo di trascrizione è rappresentata 
dalla sequenza “innesco” a singolo filamento complementare alla porzione presente 
all’estremità 3’ del DNA stampo. La sua sequenza nucleotidica è: 
 
5’- GTA ATA CGA CTC ACT ATA G -3’ 
 
Per questo tentativo di sintesi di ribozimi a basso costo abbiamo sperimentato due 
metodiche di trascrizione “in vitro” che rappresentano l’una l’evoluzione dell’altra. 
La prima metodica di trascrizione comprende due fasi: una prima fase di appaiamento 
(annealing) ed una seconda fase di sintesi. 
Nella fase di annealing, la molecola di DNA stampo e la sequenza “innesco” per la 
formazione del promotore sono state miscelate in quantità equimolari e, successivamente; 
fatte appaiare stabilmente, con una procedura standard che prevede uno stadio breve di 
denaturazione per 5 minuti a 95°C seguito da un più lungo stadio di lento raffreddamento 
per consentire l’incontro e il legame delle porzioni complementari.  
Una volta ottenuta la sequenza promotrice a doppio filamento, in corrispondenza 
dell’estremità 3’ del DNA stampo, abbiamo proceduto con la reazione di trascrizione. 
Per questo stadio di sintesi abbiamo aggiunto alla miscela di reazione, contenente il 
prodotto di annealing, i ribonucleotidi trifosfato (NTP) e l’enzima (T7 RNA polimerasi). 
La miscela è stata lasciata reagire a 37°C per tre ore. Al termine, il campione è stato 
trattato con DNasi per rimuovere sia il DNA stampo che la sequenza “innesco”. Il risultato 
della reazione di trascrizione e l’effettiva degradazione del DNA sono stati controllati 
mediante analisi cromatografica (HPLC).  
Purtroppo, i risultati sono apparsi deludenti, infatti, nei cromatogrammi ottenuti non era 
visibile un picco netto relativo al prodotto di trascrizione desiderato, ma erano presenti 
numerosi picchi (in uscita nei primi minuti della corsa cromatografica) corrispondenti a 
sequenze di trascrizione abortive (cortameri). 
Sulla base di questi risultati, abbiamo sperimentato un secondo metodo. Questa variante è 
derivata dall’osservazione sperimentale che la reazione di trascrizione, catalizzata 
  
76 
dall’enzima T7 RNA polimerasi, mostrava migliori risultati quando la molecola di DNA 
stampo era totalmente a doppio filamento e quando la reazione era condotta a temperatura 
ambiente per 12-15 ore anziché a 37°C per tre ore.  
Anche questa metodica comprende due fasi: una prima fase di appaiamento ed elongazione 
e una seconda fase di sintesi. 
Nella prima fase viene effettuata una reazione enzimatica di elongazione (o estensione)  
catalizzata dall’enzima Taq DNA polimerasi (DNA polimerasi termostabile normalmente 
utilizzata in PCR, ricavata dal batterio termofilo Thermus acquaticus). Come una comune 
reazione di PCR (Polimerase Chain Reaction) anche questa reazione di elongazione 
comprende tre step, con tempi e temperature definite: denaturazione, appaiamento 
(annealing) ed estensione (Figura 42); i tre step vengono effettuati una sola volta (un ciclo) 
e non in modo ripetuto come accade in una PCR che è caratterizzata da un numero elevato 
di cicli. 
Come per il primo metodo di trascrizione, il passo iniziale consiste nella miscelazione della 
molecola di DNA stampo (ssDNA) con la sequenza “innesco”. Alla miscela di reazione 
vengono addizionati i nucleotidi trifosfato (dNTP) e l’enzima Taq DNA polimerasi. A 
questo punto, la miscela è stata sottoposta ad un ciclo di denaturazione, appaiamento ed 
elongazione che estende la sequenza dell’oligonucleotide “innesco” fino a coprire l’intera 
sequenza dello stampo. 
La denaturazione è stata effettuata a 95°C per sei minuti che consente nel medesimo tempo 
l’attivazione (hot start) dell’enzima Taq DNA polimerasi.La temperatura è stata 
successivamente impostata a 48°C per favorire l’appaiamento (annealing) della durata di 
tre minuti. A questo stadio segue la fase di estensione della durata di un minuto che 
avviene a 70°C. La sequenza promotrice si comporta da innesco per l’enzima Taq DNA 
polimerasi che sintetizza il filamento complementare al DNA stampo. In questo modo al 
termine di questo ciclo di reazione si ottiene una molecola di DNA a doppio filamento 
(dsDNA). 
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Figura 42. Reazione di elongazione per l’ottenimento del DNA stampo a doppio filamento da utilizzare 
nella reazione di trascrizione. Le tre fasi che costituiscono questa reazione sono la denaturazione, 
l’annealing e l’estensione. Nella figura il template del ribozima hammerhead contro PDGFR-β  è 
rappresentato in azzurro, mentre la sequenza promotrice a singolo filamento è raffigurata in viola. 
Nella fase di appaiamento è possibile osservare la formazione del promotore a doppio filamento a 
livello dell’estremità 3’ del DNA stampo. La freccia rossa indica il verso della reazione di estensione 
(5’3’) catalizzata dalla taq DNA polimerasi (complesso bianco e rosso nella figura). 
 
Dopo questa fase la miscela di reazione è stata precipitata “overnight” a – 20°C con una 
soluzione di etanolo e acetato di sodio per allontanare i sali e l’enzima impiegato per 
l’elongazione. Il precipitato ottenuto è stato, quindi, separato dal liquido surnatante e poi 
sottoposto a lavaggi con etanolo al 70%. Infine il pellet è stato recuperato e asciugato 
sottocappa per allontanare l’etanolo rimasto. Al termine di questa operazione il pellet è 
stato risospeso in pochi µl di acqua sterile; la soluzione così ottenuta, contenente il DNA 
stampo a doppio filamento, è pronta per la fase di sintesi. Dopo l’aggiunta dei nucleotidi 
trifosfato (NTP) e dell’enzima, T7 RNA polimerasi, la reazione di trascrizione è stata 
condotta a temperatura ambiente “overnight”. Al termine, come detto in precedenza, la 
miscela è stata trattata con DNasi per eliminare ogni residuo dello stampo ed analizzata 
mediante HPLC. Una piccola aliquota del campione è stata trattata anche con RNasi, per 
avere una conferma che i picchi dei cortameri e del prodotto d’interesse, presenti nel 
cromatogramma, corrispondessero a molecole di RNA. I cromatogrammi della reazione di 
trascrizione e degli effetti prodotti con DNasi e RNasi sono illustrati nelle Figure 43, 44 e 
45. Con questo secondo metodo i risultati ottenuti sono stati migliori rispetto ai precedenti, 
ma non paragonabili in termini di resa e purezza rispetto alla sintesi per via chimica. 
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Figura 43. Prodotto di trascrizione del ribozima contro PDGFR-β  di Sus scrofa non trattato con la 
DNasi. Il trascritto è stato ottenuto con il metodo che prevede la reazione di elongazione (Taq DNA 
polimerasi) a cui segue la reazione enzimatica di trascrizione catalizzata dalla T7 RNA polimerasi. Il 
picco corrispondente al prodotto di trascrizione desiderato è quello compreso tra 15 e 16 minuti. I 
picchi precedenti sono relativi a sequenze abortive (cortameri), mentre il picco a 18 minuti corrisponde 
al dsDNA stampo ancora presente in soluzione. 
 
 
Figura 44. Prodotto di trascrizione del ribozima contro PDGFR-β  di Sus scrofa dopo trattamento con 
1 µ l  di DNasi a 37°C per 40 minuti. Il picco relativo al dsDNA stampo a 18 minuti risulta essere 
notevolmente ridotto a conferma dell’avvenuta degradazione. Al contrario il picco del prodotto di 
trascrizione in uscita a circa 15 minuti risulta integro, dal momento che l’RNA non è sensibile 
all’azione delle DNasi. 
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Figura 45. Prodotto di trascrizione del ribozima contro PDGFR-β  di Sus scrofa dopo trattamento con 
DNasi e con RNasi. in questo cromatogramma è possibile osservare la scomparsa di tutti i picchi 
corrispondenti alle molecole di RNA (cortameri e trascritto desiderato) e DNA (dsDNA stampo) in 
seguito a trattamento con DNasi e con RNasi. 
 
 
Concludendo la sintesi per via enzimatica ha fornito prodotti con un basso grado di purezza 
e con un basso rendimento. La causa di ciò può essere attribuita ad una ridotta stabilità del 
complesso Enzima/Stampo che non trova sufficientemente lungo il DNA su cui “scorrere” 
e tende a distaccarsi prima del tempo. In effetti, abbiamo potuto osservare in altri 
esperimenti che sequenze più lunghe di DNA stampo fornivano, con il medesimo enzima, 
dei trascritti decisamente più puri e con maggior rendimento. Al tempo stesso trascrizioni 
di sequenze stampo più corte mostravano rese e gradi di purezza inferiori (con picchi dei 
prodotti di trascrizione desiderati appena visibili nei cromatogrammi).  
 
Sulla base dell’esperienza acquisita, il metodo di sintesi per via chimica è risultato 
preferibile al metodo di sintesi per via enzimatica, per la maggiore purezza del prodotto e 
per i rendimenti notevolmente più alti. 
 
 
 
3.4 Quantificazione spettrofotometrica dei prodotti ottenuti 
 
I prodotti di sintesi purificati (ribozima e sequenza bersaglio minima) sono stati 
quantificati mediante misure di assorbimento UV sfruttando la capacità degli acidi nucleici 
di assorbire la luce con un massimo di assorbimento ad una lunghezza d’onda di 260 nm. 
La lettura a 260 nm è stata effettuata utilizzando un lettore di piastre (Fluostar) che 
fornisce un valore di densità ottica (OD). È perciò necessario convertire il valore ottenuto 
in assorbanza spettrofotometrica, al fine di poter calcolare la concentrazione degli 
oligonucleotidi di sintesi in soluzione, mediante la legge di Lambert-Beer. 
Prima di compiere la lettura a 260 nm, è necessario preparare le soluzioni diluite degli 
acidi nucleici da analizzare: ciascuna soluzione è stata preparata prelevando 5 µl dalla 
soluzione dell’oligonucleotide purificato e portando a 200 µl di volume con acqua sterile. 
Le soluzioni analizzate sono state: 
- soluzione diluita del ribozima “hammerhead” di sintesi contro PDGFR-β  
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- soluzione diluita dell’RNA di sintesi contenente la regione bersaglio, GUU 288, per 
il ribozima precedente . 
Le due soluzioni sono state disposte in pozzetti separati di una piastra con 96 pozzetti totali 
(piastra multiwell) che è stata scansita mediante lettore di piastre Fluostar (questo 
strumento altro non è che uno spettrofotometro a mono raggio). In diversi pozzetti della 
piastra abbiamo posto anche soluzioni da 200 µl di acqua sterile che consideriamo come il 
campione bianco del nostro esperimento. 
Una volta ottenuti i valori delle densità ottiche a 260 nm delle soluzioni analizzate, 
abbiamo effettuato i calcoli necessari per quantificare gli acidi nucleici. 
In questo modo è possibile mediante la legge di Lambert-Beer ricavare le concentrazioni 
delle due soluzioni degli oligonucleotidi, dal momento che la frazione della luce incidente 
(I°) assorbita da una soluzione ad una data lunghezza d’onda (λ) è correlata al cammino 
ottico (l) ed alla concentrazione (c) della specie assorbente: 
  
log (I° /I) = ε ⋅ l ⋅ c 
 
dove log (I° /I) = assorbanza  
Il valore del coefficiente di estinzione molare teorico (ε) è stato calcolato grazie a un 
software disponibile in rete (http://eu.idtdna.com/analyzer/Application/OligoAnalyzer/) 
che fornisce il valore in base alla sequenza dell’acido nucleico d’interesse.  
 
Una volta ricavate le concentrazioni delle soluzioni diluite degli oligonucleotidi è possibile 
risalire alle concentrazioni delle soluzioni stock ottenute al termine del processo di 
purificazione. Da queste è possibile calcolare le nmoli ottenute per via sintetica sia del 
ribozima contro PDGFR-β di Sus scrofa GUU 288 sia della sua sequenza bersaglio. 
Di seguito sono riportati le quantità e i risultati delle rese % dei due oligonucleotidi di 
sintesi. 
 
Quantità e rendimenti % dei prodotti di sintesi 
 
ribozima “hammerhead” contro 
PDGFR-β di Sus scrofa GUU 
288 
mRNA per PDGFR-β di Sus 
scrofa GUU 288 
nmoli ottenute 161,2 78,5 
mg ottenuti 1,511⋅10-8 1,229⋅10-8 
nmoli teoriche  1000 1000 
Rendimento % 16,12 % 7,85 % 
 
Al termine del processo di quantificazione, le soluzioni stock di ribozima e di target sono 
state suddivise in un certo numero di aliquote dello stesso volume, contenenti ciascuna 5 
nmoli di oligonucleotide. 
In seguito ciascun’aliquota è stata liofilizzata e i campioni liofilizzati (ciascuno contenente 
5 nmoli di acido nucleico) vengono conservati a – 80°C. 
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3.5 Caratterizzazione cinetica del ribozima 
 
3.5.1 La reazione di scissione (studio cinetico di un ribozima) 
 
Lo studio cinetico di un ribozima può essere eseguito in due diverse condizioni: multiple 
turnover e single turnover.  
In condizioni di multiple turnover la reazione viene condotta usando un eccesso di 
substrato (la sequenza bersaglio) rispetto al ribozima. Ciascun ribozima, in queste 
condizioni, è in grado di catalizzare la scissione di numerose molecole di substrato. 
In condizioni di single turnover il ribozima è in eccesso rispetto al substrato: in questo 
caso, idealmente tutto il substrato si lega al ribozima consentendo di studiare un singolo 
evento di scissione. In tale condizione, poiché il rilascio dei prodotti non influisce sulla 
velocità della reazione catalizzata, questo studio fornisce informazioni sull’equilibrio di 
legame fra substrato e ribozima (Zimmerman e Uhlembeck 1998).  
Di solito le condizioni di single turnover vengono impiegate quando il substrato presenta 
una sequenza di notevole lunghezza ed è pertanto difficilmente reperibile in quantità 
congrue e di adeguata purezza. Inoltre, poiché le velocità di scissione, misurate in queste 
condizioni, sono in genere diversi ordini di grandezza più basse rispetto alle velocità 
misurate per corti substrati le condizioni di multiple turnover sarebbero impraticabili (Citti 
e Rainaldi 2005). 
 
Per la caratterizzazione cinetica del ribozima “hammerhead” progettato contro il PDGFR-β 
di Sus scrofa GUU 288, abbiamo effettuato cinetiche di reazione di scissione in condizioni 
di multiple turnover. È bene sottolineare che, in queste condizioni, le cinetiche di reazione 
catalizzate dai ribozimi obbediscono alla trattazione teorica di Michaelis-Menten, 
esattamente come gli enzimi proteici. Le specie coinvolte e gli equilibri che operano nella 
catalisi enzimatica sono descritti nello schema seguente.  
 
 
 
Dove E nel nostro caso rappresenta il ribozima, S la sequenza bersaglio (substrato), ES 
l’intermedio catalitico e P il prodotto della reazione di scissione. Il primo stadio che porta 
alla formazione del complesso ES è generalmente rapido, mentre lo stadio successivo che 
genera il prodotto P e libera il ribozima è più lento e corrisponde allo stadio che limita la 
velocità complessiva della reazione.  
Ne consegue che la velocità complessiva della reazione deve essere proporzionale alla 
concentrazione delle specie chimiche che partecipano alla seconda tappa, e cioè ad ES (il 
complesso ribozima-substrato). 
 
Introducendo opportune semplificazioni e concentrando le misure negli istanti iniziali della 
reazione si può considerare, quando la concentrazione di substrato è in eccesso rispetto al 
ribozima, [S] costante e k-2 trascurabile. Perciò la reazione complessiva si riduce a:  
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di conseguenza, la velocità iniziale v0 dipende da [ES]: 
 
 
 
La reazione raggiunge rapidamente lo stato stazionario, in cui la [ES] resta costante nel 
tempo. Il concetto di stato stazionario è stato introdotto nel 1925 da G.E. Briggs e da 
Haldane. La velocità iniziale che si misura è limitata ai primi istanti della reazione, e 
questo tipo di analisi viene detto cinetica dello stato stazionario. 
 
La velocità iniziale v0 altro non è che la condizione di massima velocità di una data 
miscela di reazione. Infatti, man mano che il substrato è convertito in prodotto, la velocità 
di catalisi diminuisce a causa della scomparsa del substrato stesso. L’andamento della 
concentrazione del substrato e del prodotto in funzione del tempo è rappresentato da due 
curve (simili ad un’iperbole rettangolare) la cui tangente nel punto di origine presenta una 
pendenza che è la velocità iniziale v0 (Figura 46). 
 
 
 
 
Figura 46. Andamento della concentrazione del substrato e del prodotto in funzione del tempo in una 
reazione catalizzata da un ribozima. La velocità iniziale (v0) è la pendenza delle tangenti nel punto di 
origine delle due curve. 
 
Il valore numerico della velocità iniziale è influenzato da numerosi fattori tra i quali la 
concentrazione del substrato e del ribozima, il pH, la temperatura e la presenza di attivatori 
o inibitori. 
Quando la concentrazione di ribozima viene mantenuta costante e si hanno concentrazioni 
di substrato [S] relativamente basse v0 aumenta quasi linearmente all’aumentare di [S]. Ciò 
corrisponde approssimativamente ad una cinetica del primo ordine. Ad alte concentrazioni 
di substrato, l’aumento di v0 diventa sempre meno evidente in risposta alla crescita di [S] 
fino ad arrivare ad una situazione tale che, anche aggiungendo ulteriore substrato, si hanno 
soltanto variazioni minime della v0. In questa condizione la velocità di reazione si avvicina 
alla velocità massima, Vmax e si osserva una cinetica di ordine zero, detta anche cinetica di 
saturazione. La curva che esprime la relazione tra [S] e v0 è espressa algebricamente 
dall’equazione di Michaelis-Menten. 
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Questa equazione esprime la relazione quantitativa tra la velocità iniziale, la velocità 
massima e la concentrazione di substrato, termini tra loro correlati dalla costante di 
Michaelis-Menten Km. Di seguito è mostrata la curva, espressa dalla relazione di 
Michaelis-Menten che mostra l’effetto della concentrazione del substrato sulla velocità 
iniziale di una reazione catalizzata da un ribozima avente una concentrazione costante. 
 
 
 
La costante di Michaelis-Menten (Km), la velocità massima (Vmax) e la velocità iniziale 
(v0), misurata nelle condizioni iniziali di stato stazionario, sono importanti parametri 
cinetici in grado di caratterizzare ogni ribozima. Questi parametri vengono quindi usati per 
confrontare l’attività di ribozimi diversi. 
Un’altra importante costante ricavata grazie a questo modello ed utilizzata per lo studio e il 
confronto di ribozimi diversi è la costante catalitica kcat che è uguale alla costante di 
velocità della tappa limitante la reazione. Per la reazione semplice a due tappe mostrata in 
precedenza, la kcat corrisponde alla k2, per cui la velocità iniziale v0 è espressa come:  
 
€ 
v 0=kcat[ES] 
 
La costante kcat è una costante di primo ordine espressa dal reciproco del tempo (s-1), detta 
anche numero di turnover, perché equivale alle moli di substrato che vengono convertite in 
prodotto, per mole di ribozima, nell’unità di tempo, a concentrazioni di substrato saturanti; 
viene, quindi,espressa come:    
€ 
kcat=
V max
[E t]  
 
Dove [Et] corrisponde alla concentrazione totale del ribozima. 
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Dopo aver richiamato i parametri cinetici utilizzati per caratterizzare il ribozima e aver 
motivato la scelta delle condizioni di multiple turnover per lo studio del ribozima 
“hammerhead” contro il PDGFR-β di Sus scrofa GUU 288, di seguito vengono mostrati i 
passaggi sequenziali dello studio cinetico che abbiamo effettuato.  
 
 
3.5.2 Condizioni di reazione e sua esecuzione 
 
La reazione di scissione, in condizioni di multiple turnover, è stata eseguita a pH 7,4 
seguendo un protocollo standard per lo studio cinetico. 
Il primo passo è stato la preparazione di due soluzioni: 
- Una soluzione a concentrazione nota di ribozima “hammerhead” contro il PDGFR-
β di Sus scrofa GUU 288 (ottenuto per via sintetica) disciolto in un appropriato 
buffer di reazione. 
- Una soluzione a concentrazione nota della sequenza bersaglio minima (ottenuta per 
via sintetica) disciolta in un appropriato buffer di reazione. 
Entrambe le soluzioni, tamponate a pH=7,4, contengono una concentrazione 10 mM di 
MgCl2. Per rispettare le condizioni di multiple turnover, il rapporto tra la concentrazione di 
ribozima e la concentrazione di target non è mai scesa al di sotto di 1:10. 
Le due miscele di reazione sono state scaldate separatamente a 95°C per due minuti al fine 
di denaturare eventuali strutture secondarie che si sono formate in soluzione, e permettere 
così l’assunzione, da parte del ribozima e del target, di strutture “aperte”. Al termine di 
questa fase i due campioni vengono posti rapidamente in ghiaccio in modo da bloccare le 
strutture denaturate ottenute col riscaldamento. 
Proporzioni diverse delle due soluzioni sono state mescolate allo scopo di ottenere miscele 
di reazione con eccesso variabile di substrato rispetto al ribozima. Le reazioni sono state 
condotte a 37°C con rapporti bersaglio/ribozima di 10:1, 40:1, 120:1 e 180:1 
rispettivamente. Ciascuna reazione catalitica è stata programmata cronometricamente. A 
tempi prestabiliti abbiamo prelevato dalla miscela di reazione aliquote di volume noto. 
Ciascun’aliquota prelevata è stata rapidamente introdotta in una provetta contenente EDTA 
che, complessando gli ioni magnesio presenti in soluzione determina l’immediato arresto 
della reazione di catalisi. 
Un prelievo immediato effettuato contestualmente alla preparazione delle miscele di 
reazione ha consentito di ottenere il “tempo zero” delle diverse cinetiche. A prelievi 
ultimati i campioni sono stati trasferiti in un congelatore a -20°C, dove sono stati 
conservati fino all’analisi cromatografica (HPLC). 
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3.5.3 Analisi HPLC del risultato 
  
L’analisi del progresso temporale delle diverse reazioni da cui desumere le proprietà 
cinetiche del ribozima è stata realizzata utilizzando una tecnica di analisi cromatografica 
che permette di separare il substrato dai prodotti di cleavage e di misurarne la quantità. 
Ogni aliquota prelevata ad un determinato tempo della reazione è stata analizzata mediante 
cromatografia liquida a scambio anionico: la fase mobile era analoga a quella impiegata 
per la purificazione degli oligonucleotidi di sintesi e il gradiente di eluizione era simile. La 
colonna usata, invece, è stata una colonna di grado analitico dedicata agli acidi nucleici 
dotata di un altissimo potere risolutivo in confronto a quella descritta per la 
caratterizzazione e la purificazione dei prodotti di sintesi.  
Ciascuna separazione cromatografia consente di quantificare nel medesimo 
cromatogramma il substrato residuo, i prodotti della scissione e il ribozima.  
Confrontando tra loro i cromatogrammi di ogni singola analisi HPLC è possibile 
visualizzare la progressiva conversione catalitica del substrato nei prodotti.  
Un esempio della variazione nel tempo delle diverse specie desunta dalle varie separazioni 
cromatografiche è illustrata nella Figura 47 seguente:  
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Figura 47. Risoluzione dei vari componenti della reazione cinetica mediante analisi in HPLC. 
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In figura sono evidenziati i picchi corrispondenti alla sequenza bersaglio (target intero), al 
ribozima e ai due prodotti di scissione (che sono eluiti più velocemente e quindi in tempi 
più brevi). Come si può osservare, le aree relative ai picchi dei prodotti di cleavage 
crescono mentre l’area del target diminuisce col procedere del tempo di reazione.  
Una caratteristica molto utile per la “normalizzazione” dei dati sperimentali riguarda le 
proprietà spettrali dei diversi componenti della miscela. Infatti l’assorbimento della 
radiazione a 260 nm nel rivelatore UV dell’HPLC è additivo fra i prodotti di scissione ed il 
substrato. In altri termini, la somma delle aree dei picchi dei prodotti aumenta nel tempo in 
maniera esattamente corrispondente alla diminuzione dell’area del substrato. In questo 
modo per ogni tempo di analisi la seguente relazione è valida nel limite dell’errore 
sperimentale: 
 
€ 
(P1)t+(P2)t+(S)t= (S)t 0  
 
Dove (S) t0 e (S) t sono rispettivamente le aree dei picchi del substrato al tempo 0 (quindi 
alla concentrazione iniziale) e al tempo t, mentre (P1)t e (P2)t sono le aree dei picchi dei 
prodotti al tempo t. Di conseguenza, dato che la somma delle aree dei picchi dei prodotti e 
del substrato è costante nel tempo ed è uguale all’ area del picco del substrato al tempo 0, è 
possibile, conoscendo la quantità (pmoli) di substrato iniziale, ricavare per ogni tempo di 
reazione:  
I) La quantità (pmoli) di prodotto formato a quel dato tempo (intesa come somma 
delle pmoli dei due prodotti di scissione). 
II) La quantità (pmoli) di substrato consumato a quel tempo. 
Con questo tipo di elaborazione dei risultati abbiamo potuto normalizzare e quantificare le 
diverse reazioni di scissione e rappresentarle graficamente in funzione del tempo. 
 
 
3.5.4 La cinetica e il calcolo della costante catalitica osservata 
 
La variazione temporale della concentrazione del substrato nel tempo è stata interpolata 
utilizzando una funzione monoesponenziale ottenendo una curva, per ciascuna condizione 
di reazione, in cui la pendenza della tangente nel suo punto di origine rappresenta la 
velocità iniziale v0 della reazione.  
La velocità iniziale v0 si calcola, quindi, come derivata prima della funzione nel punto di 
origine. Dal punto di vista matematico è possibile calcolare la velocità iniziale, definendo 
quest’ultima come il limite per la variazione di tempo tendente a zero del rapporto tra 
l’aumento della quantità di prodotto (P) formato (o di substrato tagliato) nell’unità di 
tempo considerata. 
 
 
 
 
Risolvendo questo limite si ricava il valore della velocità iniziale della reazione. 
L’equazione monoesponenziale utilizzata per l’interpolazione dei dati è la seguente: 
  
€ 
y t=y∞(1− e−k obs t ) 
 
€ 
v0= lim
Δt →0
Δ[P] 
Δt =
d[P] 
dt 
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Dove y∞ è la velocità della reazione al tempo ∞, ovvero al punto finale della reazione. 
Invece, yt  rappresenta la velocità della reazione ad un determinato tempo t, mentre kobs è la 
costante catalitica osservata.  
La costante cinetica kobs è un altro importante parametro che viene utilizzato per lo studio e 
il confronto di ribozimi diversi. Essa è espressa come: 
 
€ 
kobs=
vo
[Ro]   
 
dove [R0] è la concentrazione totale di ribozima (concentrazione al tempo 0) e v0 è la 
velocità iniziale della reazione nello stato stazionario.  
Dal momento che la velocità iniziale, v0, è il risultato fornito dall’interpolazione dei punti 
sperimentali (algoritmo matematico fornito dal programma d’interpolazione) e la 
concentrazione del ribozima è nota perché determinata a priori, abbiamo potuto ricavare 
diversi valori di kobs 
 
 
3.5.5 Risultati analitici 
 
I dati ottenuti da ogni reazione cinetica effettuata, sono stati interpolati con l’equazione 
riportata nel paragrafo precedente 3.5.4 in modo da valutare l’andamento nel tempo della 
frazione di substrato tagliata. Nella figura seguente è riportato un tipico grafico che mostra 
questo tipo di andamento. 
 
 
Figura 49. Andamento nel tempo della frazione di substrato tagliata in una reazione di scissione 
condotta con un rapporto tra substrato e ribozima di 120:1 e con una concentrazione di Mg++ di 10 
mM. 
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Dall’elaborazione matematica abbiamo ricavato i parametri che descrivono l’andamento 
della reazione: la velocità iniziale v0 e la costante catalitica osservata kobs, ovvero la 
velocità della scissione “normalizzata” per il contenuto del ribozima nella miscela. La 
tabella seguente illustra i valori ottenuti dai diversi studi cinetici effettuati: 
 
Rapporto substrato/ribozima v0 (µM/min) kobs (min-1) 
10:1 11.17 3.75 
40:1 16.31 5.39 
120:1 5.90 8.16 
180:1 11.86 9.84 
 
 
Poiché le reazioni di scissione sono state condotte in condizioni di multiple turnover esse 
seguono la trattazione teorica di Michaelis-Menten. Di conseguenza dopo aver ricavato i 
parametri delle velocità iniziali v0 delle reazioni, per ciascuno dei rapporti 
substrato/ribozima utilizzato, abbiamo potuto costruire la curva di Michaelis-Menten di 
seguito mostrata (Figura 50). 
 
 
Figura 50. Curva di Michaelis-Menten che mette in relazione la velocità iniziale della reazione con la 
concentrazione di substrato. Questa curva è stata ottenuta confrontando le v0, ricavate dalle reazioni 
cinetiche effettuate, con le concentrazioni di substrato impiegate.  
 
Per il calcolo dei parametri cinetici che caratterizzano un ribozima si preferisce utilizzare 
trasformazioni lineari dell’equazioni di Michaelis-Menten al fine di ricavare i valori di Km 
e kcat con un minor errore sperimentale. Nel nostro caso abbiamo utilizzato l’equazione di 
Eadi-Hofstee:  
€ 
v 0= −Km
vo
[S] +V max  
 
Questa equazione è stata poi normalizzata per la concentrazione di ribozima utilizzata [R0], 
ottenendo le seguenti elaborazioni matematiche: 
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€ 
v 0
[R0]
= −Km vo[S][R0]
+
V max
[R0]  
 
€ 
kobs= −Km
kobs
[S] +kcat  
 
Utilizzando quest’ultima equazione abbiamo costruito il corrispondente grafico di Eadi-
Hofstee, grazie al quale abbiamo potuto calcolare la Km e la kcat. Infatti, in questo grafico la 
pendenza della retta ottenuta è uguale a - Km, mentre l’intercetta con l’asse delle ordinate 
corrisponde alla kcat. Di seguito sono mostrati il grafico di Eadi-Hofstee e i parametri 
cinetici preliminari che sono stati ottenuti, relativi al ribozima “hammerhead” contro 
l’mRNA che codifica per il PDGFR-β. 
 
Insieme ai valori di kcat e km è mostrato anche il rapporto kcat/km che rappresenta 
l’efficienza catalitica della reazione di scissione.  
Nonostante i parametri ottenuti siano dati preliminari essi sono coerenti con i dati riportati 
in letteratura per altri ribozimi “hammerhead”.  
Tuttavia sono necessarie ulteriori ripetizioni delle analisi effettuate per dare a questi dati 
preliminari una significatività statistica. 
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Dipendenza dell’attività del ribozima dagli ioni magnesio 
 
L’analisi delle caratteristiche cinetiche è stata effettuata anche a concentrazioni diverse di 
ioni magnesio per valutare l’andamento della velocità della reazione catalitica in funzione 
della concentrazione di Mg+2. 
Come descritto nel paragrafo 1.2 della parte introduttiva, questo ione bivalente presenta un 
ruolo importante per l’attività dei ribozimi “hammerhead”. Infatti, nell’esecuzione degli 
esperimenti cinetici abbiamo fatto uso di EDTA che complessando lo ione magnesio 
consente di arrestare il progresso della reazione di scissione. 
La dipendenza della reazione catalitica da magnesio è stata investigata eseguendo analisi 
cinetiche in presenza di concentrazioni decrescenti di Mg++: 10 mM, 5 mM e 1 mM. 
Le reazioni effettuate in presenza della massima concentrazione 10 mM Mg+2 sono quelle 
già descritte in precedenza. Il confronto è stato eseguito mantenendo costanti tutte le 
condizioni sperimentali quali le concentrazioni del substrato e del ribozima, il pH e la 
temperatura, l’unica variabile introdotta è stata la concentrazione degli ioni magnesio. Le 
curve dell’andamento nel tempo della scissione del substrato sono risultate 
considerevolmente rallentate con una marcata variazione della velocità iniziale v0. In 
particolare riducendo la concentrazione di Mg++ si ha una riduzione corrispondente della 
v0. 
La tabella seguente mostra la riduzione % della velocità iniziale v0 rispetto alla variazione 
% della concentrazione di Mg++ nella miscela di reazione. In questo confronto abbiamo 
considerato come 100% il valore della velocità iniziale ottenuta con una [Mg++]=10 mM. 
 
 [Mg++] nella miscela di reazione Riduzione % della [Mg++] Riduzione % della v0 
10 mM 0 0 
5 mM 50% 50.37% 
1mM 90% 87.57% 
 
Questo risultato attesta una relazione diretta fra l’attività catalitica del ribozima e la 
concentrazione degli ioni magnesio in soluzione. Un fatto importante da sottolineare è la 
capacità del ribozima di mantenere una discreta funzionalità anche in condizioni 
sfavorevoli, di bassa concentrazione dello ione metallico. Questo aspetto riveste un 
interesse particolare proprio per il proseguo del progetto ovvero quando il ribozima sarà 
impiegato per indurre il “knock-down” del PDGFR-β in cellule muscolari lisce di 
coronaria di maiale. Infatti, la concentrazione del magnesio all’interno della cellula è 
generalmente più vicina ad 1 mM che a 10 mM. Questo risultato è di buon auspicio per un 
effettivo funzionamento del ribozima nelle cellule.  
 
 
Anche in questo caso ulteriori ripetizioni delle analisi effettuate sono necessarie per 
validare statisticamente i risultati ottenuti. 
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Capitolo 4: Conclusioni e prospettive future 
 
 
Questa Tesi di Laurea, come già accennato nella descrizione dello scopo, ha avuto il suo 
presupposto in un progetto più ampio condotto presso l’Istituto di Fisiologia Clinica del 
CNR di Pisa che si prefigge di studiare il ruolo dell’attivazione fenotipica delle cellule 
muscolari lisce di coronaria in eventi patologici cardiovascolari. Il compito attribuito alla 
presenti Tesi sperimentale è stato quello di realizzare uno strumento molecolare adeguato 
che fosse in grado di rendere possibile la sperimentazione del “knock-down” genico nelle 
cellule muscolari lisce di un modello animale.  
I risultati ottenuti sono stati lusinghieri e hanno consentito il raggiungimento dell’obiettivo 
prefissato: l’ottenimento di un ribozima “hammerhead” capace di scindere efficacemente il 
bersaglio prescelto, l’mRNA che codifica il recettore cellulare porcino del fattore di 
crescita piastrinico PDGF.  
Le tappe di questo risultato possono essere collegate a tre obiettivi intermedi conseguiti in 
successione nel corso della Tesi: 
 
1. L’applicazione con successo di un metodo computerizzato per l’individuazione di 
siti bersaglio utili all’interno dell’RNA da inibire. L’importanza di questo primo 
obiettivo è legata al fatto che il suo raggiungimento non era assolutamente scontato. 
Infatti, il modello da studiare era quello porcino per il quale, ad oggi, si ha una 
conoscenza molto limitata del genoma. Solo due corte sequenze appartenenti 
all’mRNA che codifica il PDGFR-β erano disponibili ed il rischio era quello di non 
trovare ribozimi utili che rispondessero ai criteri di selezione imposti. 
 
2. La realizzazione di un procedimento efficace di sintesi del ribozima in grado di 
fornire un prodotto sostanzialmente puro e in congrua quantità. A questo obiettivo 
di base abbiamo risposto con due diverse strategie, una metodica mista (trascrizione 
in vitro) più economica che si è dimostrata inefficace, ed una chimica che sebbene 
più costosa si è dimostrata molto efficace. Anche in questo caso, si è trattato di 
mettere a punto le condizioni migliori. Infatti, le condizioni suggerite dal fornitore 
dei composti, e costruttore del sintetizzatore di oligonucleotidi, erano 
assolutamente inadeguate. Pertanto, dopo diversi aggiustamenti abbiamo elaborato 
dei nuovi protocolli di sintesi che ci hanno fornito il massimo di efficienza di 
reazione. Anche la “deprotezione” e la purificazione dei prodotti grezzi è stata 
opportunamente rielaborata e messa a punto con successo adattando allo scopo 
perfino la colonna analitica dedicata alla valutazione dell’attività catalitica del 
ribozima. 
 
 
3. La messa in opera di un metodo di verifica dell’attività catalitica del ribozima in 
grado di fornire cinetiche di scissione del substrato e di valutare il ruolo dello ione 
magnesio. Quest’ultimo obiettivo è stato realizzato dopo lo sviluppo di un metodo 
per la valutazione quantitativa della reazione catalizzata dal ribozima. La messa a 
punto delle condizioni di reazione e l’adozione di un metodo cromatografico HPLC 
in grado di quantizzare i costituenti della miscela sono stati gli elementi decisivi 
che hanno consentito la caratterizzazione del ribozima ed il conseguimento 
dell’obiettivo finale. 
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In conclusione, si può dire che il progetto più ampio in corso di svolgimento presso 
l’Istituto di Fisiologia Clinica del CNR adesso dispone dello strumento molecolare utile da 
utilizzare “in vitro” nelle colture primarie di cellule muscolari lisce di coronaria di maiale 
ed “ex vivo” in reperti di tessuto fresco. L’attesa è quella di ottenere l’inibizione dei 
fenomeni di conversione fenotipica innnescati dal fattore PDGF e dalla via di traduzione 
del segnale attivata dal suo recettore PDGFR-β. In caso affermativo, si aprirà una nuova 
strada di investigazione che fornirà informazioni sul meccanismo con cui il PDGF 
contribuisce all’attivazione delle cellule di coronaria. Obiettivo finale dell’intero progetto 
sarà la realizzazione di esperimenti di “knock-down” genico “in vivo” su modelli di 
ristenosi coronarica indotti nel maiale dopo intervento di angioplastica con impianto di 
“stent”. Inoltre, in combinazione con esperimenti di proteomica, l’uso del ribozima potrà 
fornire ulteriori indicazioni su quali altre proteine cooperino al fenomeno. Si può 
immaginare che questo primo ribozima possa rappresentare il capostipite di una futura 
serie di ribozimi che, utilizzati per definire il ruolo di diversi fattori coinvolti 
nell’attivazione delle cellule muscolari lisce possano divenire gli elementi chiave per 
convalidare la fondatezza di nuovi marcatori di patologia vascolare e magari di nuovi 
bersagli terapeutici. 
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 Materiali e metodi 
 
 
1. Sintesi chimica di DNA e RNA 
 
Gli oligonucleotidi sono stati sintetizzati con un sistema automatico che utilizza la chimica 
delle fosforoamiditi. L’apparecchio usato è un “3400 DNA-Synthesizer” (Applied 
Biosystems), che lavora sotto pressione di Argon e in ambiente anidro. 
Le fosforoamiditi sono fornite dall’azienda produttrice (Glen Research) in polvere. Di 
norma devono essere conservate in un essiccatore a 4°C e in atmosfera inerte di Argon. Le 
polveri sono state sciolte in opportuni volumi di acetonitrile anidro (Applied Biosystems) 
contenente meno di 10 ppm di H2O. Durante il processo di solubilizzazione delle 
fosforoamiditi sono state attuate procedure particolari in grado di minimizzare il contatto e 
la contaminazione con l’umidità atmosferica. 
Le fosforoamiditi, da noi impiegate per la sintesi degli acidi nucleici, sono β-cianoetil 
fosforoammiditi caratterizzati dalla presenza di gruppi protettori sulle basi azotate, 
sull’atomo di fosforo in posizione 3’ e sui gruppi idrossilici in posizione 2’e 5’. 
Nel caso di sintesi di oligonucleotidi di DNA le fosforoamiditi sono state utilizzate ad una 
concentrazione finale di 0,0866 M, mentre nel caso di sintesi di RNA la concentrazione 
finale è  stata 0,1 M.  
I reagenti usati per l’esecuzione automatica della sintesi sono contenuti in bottiglie di vetro 
scuro compatibili con lo strumento. Le bottiglie sono state alloggiate nello strumento con 
procedure che minimizzano la possibilità di contatto con l’umidità atmosferica. 
Le soluzioni utilizzate sono state: 
- Deblock (Applied Biosystems), costituito da acido tricloroacetico al 3% in 
diclorometano anidro. 
- Acetonitrile anidro (Applied Biosystems), utilizzato per i lavaggi delle linee di 
dispensazione dei reagenti. 
- Activator (Applied Biosystems), costituito da una soluzione 0,5 M di tetrazolo in 
acetonitrile anidro. 
- CAP A (Applied Biosystems), costituito da una soluzione al 40% in volume (% v/v) 
di anidride acetica in tetraidrofurano anidro. 
- CAP B (Applied Biosystems), costituito da una miscela contenente il 10% v/v di N-
metilimidazolo, l’80% di tetraidrofurano e il 10% di piridina. 
- Oxider (Applied Biosystems), costituito da una soluzione 0,02 M di iodio disciolto 
in una miscela formata dal 78% di tetraidrofurano, il 20% di piridina e il 2% di 
acqua. 
 
Al momento dell’accensione lo strumento è stato anidrificato mediante dei lavaggi con 
acetonitrile anidro e imissione di Argon. Questa procedura è stata effettuata manualmente 
avvalendosi di comandi pre-impostati che aprono e chiudono combinazioni di valvole, in 
modo tale da eseguire il comando desiderato. Per completare l’anidrificazione del 
sintetizzatore abbiamo inoltre caricato un protocollo di sintesi e abbiamo avviato lo 
strumento facendoli eseguire una sintesi teorica, dal momento che nelle bottiglie era 
presente solo acetonitrile anidro e non le fosforoamiditi. Al termine di questa operazione lo 
strumento risulta completamente anidro. 
Prima di cominciare la sintesi, servendosi di comandi manuali, l’apparecchiatura è stata 
avvinata immettendo una piccola quantità di ciascuno dei reagenti nei rispettivi condotti 
per tempi definiti. 
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Sul computer sono state caricate e memorizzate le sequenze oligonucleotidiche (scritte in 
direzione 5’3’) ed i protocolli di esecuzione della reazione di sintesi, che variano a 
seconda che la molecola da sintetizzare sia di DNA o di RNA. 
La colonna contenente il vetro a porosità controllata (CPG) è stata inserita nell’apposito 
alloggiamento presente sullo strumento. Il vetro a porosità controllata (dimensione dei pori 
1000 Å) espone sulla superficie 1 µmol teorica del 1° nucleotide, corrispondente 
all’estremità 3’ della sequenza desiderata.  
Come è stato descritto nella parte sperimentale la reazione di sintesi procede in direzione 
3’5’. Lo strumento impiegato consente di alloggiare fino a quattro colonne diverse e 
consente quindi di effettuare fino a quattro sintesi contemporaneamente. Vi sono inoltre 
otto alloggiamenti per le bottiglie contenenti i monomeri impiegati. 
 
Per la sintesi chimica dello stampo a singolo filamento (ssDNA) per il ribozima 
“hammerhead” contro il recettore PDGFR-β di Sus scrofa GUU 288 abbiamo utilizzato 
una colonna contente dC (Glen Research). 
3’- CAT TAT GCT GAG TGA TAT C – C AGG AAC GAC TAC TCC GGC TTT CCG 
GCT TTG GTA TA – 5’  
 
Per la sintesi chimica della sequenza “innesco” a singolo filamento (ssDNA) 
complementare alla porzione presente all’estremità 3’ del DNA stampo, abbiamo utilizzato 
una colonna contenente dG (Glen Research). 
3’- GAT ATC ACT CAG CAT AAT G – 5’ 
 
Per la sintesi chimica del ribozima “hammerhead” contro PDGFR-β di Sus scrofa GUU 
288 è stata utilizzata una colonna contenente T (Glen Research). 
3’- UA UAC CAA AGC CGG AAA GCC GGA GUA GUC GUU CCU- 5’ 
 
Per la sintesi chimica della sequenza bersaglio dell’mRNA per PDGFR-β di Sus scrofa 
contenente il sito di legame/scissione GUU 288 è stata utilizzata una colonna contenente C 
(Glen Research). 
3’- CAA CAG GAA CUU GGU AUA CUG – 5’ 
 
Rimozione dell’oligonucleotide dal supporto e deprotezione del DNA 
 
Al termine della sintesi chimica la colonna di reazione è stata aperta e il contenuto 
trasferito in una provetta sterile dove è stato sottoposto ad un trattamento con 2 ml di 
ammoniaca al 33% (Riedel-De Haën) al fine di rimuovere l’oligonucleotide dal supporto e 
deproteggere i vari gruppi funzionali, che legano ancora i gruppi protettori . La 
sospensione viene lasciata a reagire a 55°C, in un bagnetto termostatato, overnight. 
 
Preparazione dell’oligonucleotide di DNA alla purificazione 
 
Al termine della fase di deprotezione, il campione è stato decantato al fine di separare il 
vetro poroso dalla soluzione contenente l’oligonucleotide di sintesi.  
Il campione è stato quindi degassato sotto una corrente di flusso d’azoto inerte, scaldando 
la provetta in cui è contenuto a 55°C in un bagno termostato, al fine di allontanare 
l’ammoniaca utilizzata per la deprotezione ancora presente in soluzione. 
In seguito il campione, separato dal vetro poroso e ormai privo di ammoniaca, è stato 
filtrato per rimuovere eventuali residui del CPG, mediante filtri a disco volante Millipore 
da 0,20 µm. Il filtrato è stato recuperato in una provetta sterile e sottoposto a 
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liofilizzazione. Il liofilizzato, quindi, è stato ridisciolto in un piccolo volume di acqua 
sterile ed è stato sottoposto al processo di purificazione. 
 
Purificazione del DNA di sintesi 
 
La purificazione del prodotto oligonucleotidico è stata effettuata mediante cromatografia 
liquida ad alta risoluzione (HPLC) (Pompa serie 200 “LC PUMP” – Perkin Elmer; 
Totalchrom chromatography software – Perkin Elmer) impiegando una colonna di livello 
preparativo a scambio anionico (Tricorn 5/100 - Ge Healthcare; 5 mm di diametro per 100 
mm di lunghezza), in grado di effettuare separazioni su quantità elevate di soluto.  
La fase stazionaria utilizzata è una resina a scambio anionico forte costituita da particelle 
con diametro medio di 15 µm che espongono gruppi funzionali di ammonio quaternario 
legati ad una matrice polimerica di stirene-divinilbenzene. 
La fase mobile è costituita da due eluenti: 
- Soluzione B (inerte) contenente TRIS (Fluka) 20 mM e acetonitrile (Sigma) al 10% 
in volume (% v/v), tamponata ad un pH=9,5. 
- Soluzione A (eluente) contenente TRIS (Fluka) 20 mM, NaClO4 (Sigma) 400 mM e 
acetonitrile (Sigma) al 10% v/v, tamponata ad un pH=9,5. 
Entrambe le soluzioni sono state preparate di fresco, filtrate con una membrana da 
microfiltrazione in nitrocellulosa Millipore (cut-off 0,22 µm) e sterilizzate in autoclave. 
La colonna è stata equilibrata al flusso di 1 ml/min con una miscela acquoso-organica 
composta per il 75% della soluzione B e per il 25% della soluzione A. Il flusso della 
colonna è stato portato al valore di 1 ml/min lentamente per non danneggiare 
l’impaccamento della colonna (partendo da un flusso di 0,1 ml/min e aumentando di volta 
in volta di 0,1 ml/min fino a raggiungere le condizioni di flusso finali richieste di 
1ml/min). 
La corsa è stata eseguita applicando un gradiente lineare di sodio perclorato (NaClO4), 
ottenuto variando il rapporto relativo alle due soluzioni che costituiscono la miscela 
eluente: da 25% a 85% della soluzione A in 30 minuti e poi da 85% a 100% di soluzione A 
nei successivi 10 minuti. 
Al termine della corsa, la colonna è stata sottoposta a trattamento di spurgo facendo fluire 
il 100% di soluzione A per circa 10 minuti. Nella tabella seguente sono riportate i tempi di 
durata delle singole fasi della corsa cromatografica e le relative variazioni % delle due 
soluzioni eluenti. 
 
Fasi 
cromatografiche tempo % soluzione A % soluzione B 
step 0  0 min 25% 75% 
step 1 30 min 85% 15% 
step 2 40 min 100% 0% 
step 3  50 min 100% 0% 
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Nella Figura 50 sottostante è raffigurato schematicamente il gradiente di eluizione lineare 
di sodio perclorato applicato per la purificazione degli oligonucleotidi di sintesi. 
 
 
 
Figura 50. Rappresentazione grafica del gradiente di eluizione utilizzato per la purificazione mediante 
HPLC degli oligonucleotidi sintetizzati. Nella figura sono raffigurati i cambiamenti % nel tempo delle 
due soluzioni costituenti la miscela di eluizione. 
 
 
Prima della corsa successiva si procede al ripristino delle condizioni iniziali equilibrando la 
colonna per 15 minuti con una composizione della miscela eluente analoga a quella di 
partenza 25% di A e 75% di B. Al termine di questa fase è possibile procedere con una 
nuova corsa cromatografica. 
 
La rivelazione degli analiti eluiti avviene mediante rivelatore spettrofotometrico tarato alla 
lunghezza d’onda di 260 nm nella regione spettrale UV (Rivelatore Series 200 UV-VIS 
detector – Perkin Elmer). 
 
La purificazione è stata effettuata eseguendo inizialmente una corsa analitica con iniezione 
di 10 µl della soluzione campione post-liofilizzazione al fine di valutare la qualità del 
prodotto sintetizzato, il suo tempo di ritenzione, la presenza di sequenze abortive e di altre 
impurezze. 
In seguito sono state effettuate una o più corse “preparative”, a seconda della qualità del 
campione, iniettando un volume notevolmente più grande, generalmente 150-200 µl e 
recuperando solo la frazione di eluato contenente l’oligonucleotide di interesse. 
Al termine di questa fase il DNA recuperato è stato portato a piccolo volume, circa 1 ml, 
con un evaporatore rotante (Rotavapor - Büchi).  
Dopo tale operazione il campione è stato sottoposto a cromatografia di esclusione 
molecolare (gel filtrazione) per permettere la separazione del campione dai sali recuperati 
dall’analisi in HPLC. 
La soluzione concentrata viene caricata su una colonna di Sephadex G25 (1x20 cm) una  
resina costituita da sfere porose di destrano con dimensioni che vanno da 170 µm a 520 
µm. L’eluizione è stata eseguita con acqua sterile a pressione idrostatica costante (secondo 
gravità). Il sistema di rivelazione comprende un conduttimetro, per la rivelazione dei sali, e 
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un rivelatore spettrofotometrico impostato su una lunghezza d’onda di 254 nm, per la 
rivelazione degli acidi nucleici, che è collegato ad un registratore grafico su carta.  
Anche in questo tipo di cromatografia si raccoglie l’eluato in uscita dalla colonna in 
corrispondenza del picco di uscita del prodotto di interesse. 
L’eluato contenente l’oligonuclotide desiderato è stato, quindi, portato di nuovo a piccolo 
volume concentrando il campione con l’evaporatore rotante. 
In seguito il campione purificato viene quantificato per via spettrofotometrica, nuovamente 
liofilizzato e conservato a -80°C fino al suo utilizzo. 
 
Rimozione dell’oligonucleotide dal supporto e deprotezione dell’RNA 
 
La deprotezione delle basi e la rimozione del supporto solido è stata effettuata trattando il 
prodotto di sintesi “overnight”, a 55°C, con una soluzione costituita da ammoniaca al 33% 
(aperta di fresco) ed etanolo assoluto in rapporto 3:1. Al campione sono stati addizionati, 
infatti: 1,5 ml di NH3 al 33%, aperto di fresco (Riedel-De Haën) e 500 µl di etanolo 
assoluto (Carlo Erba). 
In seguito il campione è stato decantato, separando il liquido surnatante dal vetro a porosità 
controllata (CPG), quindi è stato degassato a 55°C in un bagnetto termostatato sotto una 
corrente di flusso d’azoto inerte fino a completa eliminazione dell’ammoniaca. 
Il CPG, separato dal liquido surnatante con la decantazione, viene sottoposto a  due lavaggi 
consecutivi con 500 µl di NH3 al 33%, al fine di cercare di recuperare il campione 
eventualmente sempre legato al vetro o che comunque non è stato recuperato con il primo 
trattamento. Quindi, dopo aver allontanato l’ammoniaca e aver isolato il liquido surnatante, 
questa seconda aliquota trattata si riunisce con la prima e la miscela così ottenuta è stata 
filtrata con un filtro a disco volante (Millipore) con pori di 0,20 µm di diametro.  
Al termine di questi passaggi la soluzione ottenuta è stata liofilizzata. A questo punto è 
possibile procedere con la rimozione del TBDMS in posizione 2’ del ribosio. Si prepara 
una soluzione costituita da 375 µl di trietilamina triidrofluoruro (TEA·3HF – Sigma 
Aldrich) e 125 µl di dimetil formammide (Fluka). Tale soluzione di 500 µl totali è stata 
trasferita nella provetta contenente il campione liofilizzato che poi è posta in un bagno 
termostatato a 55°C per 3 ore. 
 
Rimozione dei sali e sottoprodotti dalla miscela grezza 
 
Dopo il trattamento con la soluzione di trietilamina triidrofluoruro e dimetil formammide, 
il campione è stato precipitato con una soluzione di etanolo e acetato di sodio, a -20°C 
“overnight”. Per fare questo al campione sono stati aggiunti 3,4 volumi di RNA 
precipitation mix (1/10 v di NaOAc 3M pH=5,2 e 3 v di EtOH). 
Al termine di quest’operazione, il precipitato ottenuto è stato sottoposto a centrifugazione a 
13000 rpm a 4°C per 30 minuti, in questo modo il pellet si deposita sul fondo della vial, 
permettendo così la separazione con il liquido surnatante che viene eliminato per 
decantazione. Il residuo solido recuperato è così sottoposto per due volte a lavaggi con 100 
µl di EtOH assoluto al 70%. Per ogni lavaggio il campione viene nuovamente centrifugato 
a 13000 rpm per 15 minuti a 4°C. 
Al termine di questa fase il pellet è stato recuperato e asciugato sottocappa a temperatura 
ambiente per allontanare l’etanolo rimasto.  
Il residuo solido è stato, quindi, risospeso in circa 2 ml di acqua sterile (RNasi free).  
 
La soluzione ottenuta è stata sottoposta ad una prima cromatografia di esclusione 
molecolare per separare l’RNA dai sali. La fase stazionaria (sephadex G25) e l’intero 
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apparato cromatografico utilizzato sono gli stessi descritti per la rimozione dei sali durante 
la purificazione del DNA. L’eluato raccolto dalla corsa cromatografica è stato prima 
liofilizzato, poi risospeso in 1 ml di tampone salino contenente NaCl 50 mM (Sigma) e 
TRIS 100 mM (Fluka) e quindi posto in blocco termostatico (termomixer) mantenuto a 
18°C in agitazione ad una frequenza di 500 oscillazioni al minuto, per la durata di un’ora. 
Questo trattamento consente la completa rimozione degli ioni fluoruro dal campione. 
In seguito il campione è stato sottoposto ad una seconda cromatografia di esclusione 
molecolare per eliminare i sali impiegati nella rimozione degli ioni fluoruro. L’eluato 
raccolto deve essere, quindi, concentrato a piccolo volume per la successiva purificazione. 
Questo può essere effettuato sia mediante evaporazione (utilizzando l’evaporatore rotante) 
sia tramite liofilizzazione. Al termine di questa fase il campione è pronto per essere 
purificato. 
 
Purificazione dell’RNA di sintesi 
 
La purificazione degli oligonucleotidi di RNA è stata effettuata mediante cromatografia 
liquida ad alta risoluzione (HPLC) a scambio anionico nelle stesse condizioni utilizzate per 
la purificazione delle molecole di DNA. 
Come descritto in precedenza, prima si effettua una corsa analitica in HPLC e poi, se 
necessario, si esegue una corsa preparativa per purificare il prodotto di interesse. Dopo la 
caratterizzazione in HPLC gli oligonucleotidi ottenuti sono stati poi concentrati con 
l’evaporatore rotante e sottoposti ad un’ulteriore cromatografia di esclusione molecolare 
per separarli dai sali. Al termine di quest’ultima purificazione gli oligonucleotidi sono stati 
nuovamente concentrati e quantificati per via spettrofotometrica. 
I prodotti purificati e quantificati sono stati liofilizzati e conservati a -80°C fino al loro 
utilizzo. 
 
 
 
2. Quantificazione spettrofotometrica dei prodotti ottenuti 
 
La quantificazione per via spettrofotometrica è stata eseguita mediante lettura a 260 nm 
effettuata per mezzo di uno spettrofotometro a mono raggio (il lettore di piastre, Fluostar) 
che fornisce un valore di densità ottica (OD). 
Prima di compiere la lettura a 260 nm, è necessario preparare le soluzioni diluite degli 
acidi nucleici da analizzare: ciascuna soluzione è stata preparata prelevando 5 µl dalla 
soluzione dell’oligonucleotide purificato (soluzione stock) e portando a 200 µl di volume 
con acqua sterile. Le soluzioni da quantificare sono state disposte in pozzetti separati di 
una piastra con 96 pozzetti totali (piastra multiwell, Steroglass) che è stata scansita 
mediante lettore di piastre (Fluostar). In diversi pozzetti della piastra abbiamo posto anche 
soluzioni da 200 µl di acqua sterile che consideriamo come il campione bianco del nostro 
esperimento. 
Il valore di densità ottica (OD) misurato è stato poi convertito in assorbanza 
spettrofotometrica, al fine di poter calcolare la concentrazione degli oligonucleotidi di 
sintesi in soluzione, mediante la legge di Lambert-Beer (A = ε ⋅ l ⋅ c). 
Il valore del coefficiente di estinzione molare teorico (ε) è stato calcolato grazie a un 
software disponibile in rete (http://www.ambion.com/techlib/misc/oligo_calculator.html) 
che fornisce il valore in base alla sequenza dell’acido nucleico d’interesse.  
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Una volta ricavate le concentrazioni delle soluzioni diluite degli oligonucleotidi è possibile 
risalire alle concentrazioni delle soluzioni stock ottenute al termine del processo di 
purificazione. 
Al termine del processo di quantificazione, le soluzioni stock quantificate sono state 
suddivise in un certo numero di aliquote dello stesso volume, contenenti ciascuna 5 nmoli 
di oligonucleotide. In seguito ciascun’aliquota è stata liofilizzata e i campioni liofilizzati 
vengono conservati a – 80°C. 
 
 
 
3) Sintesi enzimatica di RNA 
 
 Prima metodica di trascrizione: costituita da due fasi, una prima fase di appaiamento 
(annealing) ed una seconda fase di sintesi. 
 
Nella fase di appaiamento (annealing), la molecola di DNA stampo e la sequenza 
“innesco” per la formazione del promotore sono state miscelate in quantità equimolari. 
Nella tabella seguente sono riassunti i componenti della miscela di annealing e le relative 
quantità utilizzate.  
 
Componente e sua concentrazione Volume (µ l) 
DNA template 40 µM 25 µl 
Sequenza “innesco” promotrice 125 µM 8 µl 
Annealing Buffer 5X (100 mM TRIS, 500 mM NaCl, pH 7,2) 10 µl 
H2O sterile (RNasi free) 7 µl 
 
Una volta preparata, la miscela è stata posta in un bagno termostatato a 95°C per 5 minuti. 
Quindi viene raffreddata lentamente a temperatura ambiente.  
Al termine di questa fase si ottiene una sequenza promotrice a doppio filamento, in 
corrispondenza dell’estremità 3’ del DNA stampo. 
 
Nella fase successiva di sintesi sono state preparate una miscela di trascrizione e una 
miscela di controllo (control mix) contenente tutti i componenti della miscela di 
trascrizione ad eccezione dell’enzima. Qui di seguito sono indicati i reagenti comuni alle 
due miscele e le quantità utilizzate. 
 
Componente Concentrazione Volume (µ l) 
ssDNA template con 
appaiata la sequenza innesco 
(ssDNA)  
20 µM 15 
Buffer 10X 5 
DTT 100 mM 4 
NTP mix 25 mM ciascuno 8 
Inibitore di RNasi 40 UI/µl 2 
H2O sterile (RNasi free)  6 
 
Dalla miscela ottenuta sono stati prelevati 10 µl che vengono utilizzati come control mix. 
Ai restanti 40 µl sono stati aggiunti 2 µl dell’enzima T7 RNA polimerasi (kit Ampliscribe 
Epicentre – lotto 802146). La miscela è stata lasciata reagire a 37°C per tre ore.  
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In seguito dalla miscela di trascrizione sono stati prelevati 10 µl, che servono come 
controllo negativo del trattamento con DNasi. I restanti 32 µl sono trattati con 1 µl di 
DNasi (kit Ampliscribe Epicentre, 1 UI/ml) e vengono incubati per 40 minuti a 37°C. 
Il risultato della reazione di trascrizione e l’effettiva degradazione del DNA sono stati 
controllati mediante analisi cromatografica (HPLC) utilizzando una colonna analitica 
specifica per acidi nucleici (DNAPac PA200 analytical column, 4x250mm, anion Exchange 
column - Dionex). In HPLC sono state effettuate tre corse di controllo, una della miscela di 
trascrizione trattata con la DNasi, una della miscela di trascrizione non trattata con la 
DNasi e una della control mix. Per ciascuna corsa cromatografica sono stati iniettati 5 µl di 
campione diluiti con 10 µl di H2O sterile, per un volume totale iniettato di 15 µl. Il 
gradiente lineare applicato è lo stesso descritto per la fase di purificazione degli 
oligonucleotidi di sintesi ottenuti per via chimica. 
 
 Seconda metodica di trascrizione: costituita da due fasi, una prima fase di appaiamento 
ed elongazione ed una seconda fase di sintesi. 
 
Nella prima fase viene effettuata una reazione enzimatica di elongazione (o estensione)  
catalizzata dall’enzima Taq DNA polimerasi (AmpliTaq Gold DNA polymerase, Applied 
biosytems). Come per il primo metodo di trascrizione, il passo iniziale consiste nella 
miscelazione della molecola di DNA stampo (ssDNA) con la sequenza “innesco”, in 
quantità pressoché equimolari. Di seguito sono mostrati tutti i componenti e le quantità 
utilizzate per questa reazione di elongazione. 
 
Componente Concentrazione Volume (µ l) 
ssDNA template  10 µM 30 
Buffer 10X 10 
Sequenza “innesco” promotrice (ssDNA)  10 µM 35 
dNTP mix 10 mM ciascuno 5 
MgCl2 25 mM 10 
H2O sterile (RNasi free)  10 
 
Dalla miscela ottenuta sono stati prelevati 15 µl che vengono utilizzati come control mix 
(miscela senza DNA polimerasi). Ai restanti 85 µl sono stati aggiunti 0,3 µl dell’enzima 
Taq DNA polimerasi (AmpliTaq Gold DNA polymerase, Applied biosytems).  
In seguito, la miscela è stata sottoposta ad un ciclo di denaturazione, appaiamento ed 
elongazione che estende la sequenza dell’oligonucleotide “innesco” fino a coprire l’intera 
sequenza dello stampo. 
- Denaturazione e attivazione enzima: 6 min a 95°C 
- Annealing: 3 min a 48°C 
- Elongazione: 1 min a 70°C  
 In questo modo al termine di questo ciclo di reazione si ottiene una molecola di DNA a 
doppio filamento (dsDNA). 
Dopo questa fase la miscela di reazione è stata suddivisa in due aliquote: una prima 
aliquota di 20 µl è stata analizzata mediante cromatografia liquida ad alta risoluzione 
(HPLC) per vedere se si era formato il DNA a doppio filamento.  
Una seconda aliquota, costituita dai 65 µl rimasti, è stata precipitata con una soluzione di 
etanolo e acetato di sodio, a -20°C “overnight”, per allontanare i sali e l’enzima impiegato 
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per l’elongazione. Per fare questo alla miscela sono stati aggiunti 3,4 volumi di RNA 
precipitation mix (1/10 v di NaOAc 3M pH=5,2 e 3 v di EtOH). 
Al termine di quest’operazione, il precipitato ottenuto è stato sottoposto a centrifugazione a 
13000 rpm a 4°C per 30 minuti, in questo modo il pellet si deposita sul fondo della vial, 
permettendo così la separazione con il liquido surnatante che viene eliminato per 
decantazione. Il residuo solido recuperato è così sottoposto per due volte a lavaggi con 100 
µl di EtOH assoluto al 70%. Per ogni lavaggio il campione viene nuovamente centrifugato 
a 13000 rpm per 15 minuti a 4°C. 
Al termine di questa fase il pellet è stato recuperato e asciugato sottocappa a temperatura 
ambiente per allontanare l’etanolo rimasto.  
Il residuo solido è stato, quindi, risospeso in 25 µl di acqua sterile (RNasi free). La 
soluzione così ottenuta, contenente il DNA stampo a doppio filamento, è pronta per la fase 
di sintesi. 
 
Nella fase di sintesi, come per il primo metodo, sono state preparate una miscela di 
trascrizione e una miscela di controllo (control mix) contenente tutti i componenti della 
miscela di trascrizione ad eccezione dell’enzima. Qui di seguito sono indicati i reagenti 
comuni alle due miscele e le quantità utilizzate. 
 
Componente Concentrazione Volume (µ l) 
dsDNA template (prodotto 
di elongazione)  
  25 
Buffer 10X 5 
DTT 100 mM 4 
NTP mix 25 mM ciascuno 8 
Inibitore di RNasi 40 UI/µl 2 
H2O sterile (RNasi free)  6 
 
Dalla miscela ottenuta sono stati prelevati 10 µl che vengono utilizzati come control mix. 
Ai restanti 40 µl sono stati aggiunti 2 µl dell’enzima T7 RNA polimerasi (kit Ampliscribe 
Epicentre – lotto 802146). La miscela è stata lasciata reagire overnight a temperatura 
ambiente. 
 
Come per il primo metodo, dopo la reazione di sintesi, dalla miscela di trascrizione sono 
stati prelevati 10 µl, che servono come controllo negativo del trattamento con DNasi. I 
restanti 32 µl sono trattati con 1 µl di DNasi (kit Ampliscribe Epicentre, 1 UI/ml) e 
vengono incubati per 40 minuti a 37°C. 
Il risultato della reazione di trascrizione e l’effettiva degradazione del DNA sono stati 
controllati mediante analisi cromatografica (HPLC) utilizzando la stessa colonna e lo 
stesso procedimento descritto per il primo metodo di trascrizione. 
 
Infine come ulteriore controllo dell’avvenuta trascrizione 10 µl della miscela trattata con 
DNasi sono stati prelevati e trattati con 1 µl di RNasi (Ambion) a temperatura ambiente per 
circa 30 minuti. In seguito tale campione è stato analizzato in HPLC. 
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4. Studio cinetico del ribozima 
 
La reazione di scissione è stata eseguita a pH 7,4 seguendo un protocollo standard per lo 
studio cinetico in condizioni di multiple turnover. 
Il primo passo è rappresentato dalla preparazione della soluzione di ribozima 
“hammerhead” contro il PDGFR-β di Sus scrofa GUU 288 (ottenuto per via sintetica) e 
della sua sequenza bersaglio minima (ottenuta per via sintetica). Per prima cosa sono state 
prese le aliquote liofilizzate dei singoli campioni che venivano conservate a -80°C e che 
corrispondono, ciascuna,  a 5 nmoli di oligonucleotide. 
Queste aliquote sono state disciolte in un opportuno volume di acqua sterile (RNasi free) al 
fine di ottenere due soluzioni 100 µM.  
Dalla soluzione 100 µM di ribozima si prepara una soluzione diluita dieci volte, per 
ottenere una soluzione 10 µM che è stata utilizzata per la reazione di scissione. La 
concentrazione della soluzione del target invece varia di volta in volta a seconda del 
rapporto a cui vogliamo eseguire la reazione catalitica.  
Le analisi cinetiche sono state condotte a 37°C con rapporti bersaglio/ribozima di 10:1, 
40:1, 60:1, 120:1 e 180:1 rispettivamente, con una concentrazione costante di Mg++ 10 
mM. In tutte le reazioni la quantità di ribozima presente nella miscela è stata mantenuta 
invariata, al contrario la quantità di substrato è stata cambiata opportunamente di volta in 
volta. 
 
Sono state inoltre eseguite degli studi cinetici variando la concentrazione degli ioni 
magnesio in soluzione, rispetto alla concentrazione usata nelle analisi precedenti di 10 
mM. Le reazioni di scissione sono state effettuate con una concentrazione decrescente 
rispettivamente 5 mM e 1 mM di Mg++. In tal caso però il rapporto tra bersaglio e ribozima 
è stato mantenuto costante ed era 10:1. 
 
Qui di seguito sono mostrati i componenti delle soluzioni di ribozima e target e le quantità 
utilizzate per una reazione di scissione con un rapporto tra substrato bersaglio e ribozima 
10:1 e una concentrazione 10 mM di Mg++.  
 
Miscela di reazione del ribozima  
 (µl)      [finale] 
0,5 M TRIS*HCl pH 7,4 2 50 mM 
0,1 M KCl 2 10 mM 
10 µM Ribozima 10 100 pmol 
H2O 2  
MgCl2  50 mM 4 10 mM 
 20  
 
Miscela di reazione del substrato bersaglio 
 (µl)      [finale] 
0,5 M TRIS*HCl pH 7,4 3 50 mM 
0,1 M KCl 3 10 mM 
100 µM TARGET 10 1000 pmol 
H2O 8  
MgCl2  50 mM 6 10 mM 
 30  
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Le due miscele di reazione sono state scaldate separatamente a 95°C per due minuti al fine 
di denaturare eventuali strutture secondarie che si sono formate in soluzione, e permettere 
così l’assunzione, da parte del ribozima e del target, di strutture “aperte”. Al termine di 
questa fase i due campioni vengono posti rapidamente in ghiaccio in modo da bloccare le 
strutture denaturate ottenute col riscaldamento. 
Questi due trattamenti sono fondamentali per permettere al ribozima e al target di assumere 
conformazioni “aperte” senza eventuali porzioni ripiegate che non permettono un facile 
appaiamento tra le due specie molecolari in soluzione. 
Nella fase successiva, è stata presa l’intera soluzione di ribozima e miscelata con la 
soluzione del bersaglio, quindi la miscela di reazione è stata posta a 37°C: si ha così 
l’inizio della reazione catalitica che è stata monitorata cronometricamente. A tempi 
prestabiliti abbiamo prelevato dalla miscela di reazione aliquote di volume noto (10 µl). 
Ciascun’aliquota prelevata è stata subito addizionata ad un’altra di pari volume contenente 
EDTA, il cui compito è stato quello di complessare gli ioni magnesio presenti in soluzione 
per arrestare la reazione di catalisi.  
La prima aliquota è stata prelevata appena è stata miscelata la soluzione del ribozima con 
quella del target: questo campione corrispondeva al “tempo zero” della reazione cinetica. 
A prelievi ultimati i campioni, aventi ciascuno un volume di 20 µl, sono stati trasferiti in 
un congelatore a -20°C, dove sono stati conservati fino all’analisi cromatografica (HPLC). 
 
Ogni campione è stato analizzato mediante cromatografia liquida a scambio anionico: la 
fase mobile era analoga a quella impiegata per la purificazione degli oligonucleotidi di 
sintesi e il gradiente di eluizione era simile. La colonna usata, invece, è stata una colonna 
di grado analitico specifica per gli acidi nucleici (DNAPac PA200 analytical column, 
4x250mm, anion Exchange column - Dionex) dotata di un altissimo potere risolutivo 
rispetto a quella (Tricorn 5/100 - Ge Healthcare) descritta per la caratterizzazione e la 
purificazione dei prodotti di sintesi.  
Nella tabella seguente sono riportate i tempi di durata delle singole fasi della corsa 
cromatografica e le relative variazioni % delle due soluzioni eluenti che vengono utilizzate 
nel caso di analisi cromatografica di campioni cinetici. 
 
Fasi 
cromatografiche tempo % soluzione A % soluzione B 
step 0  0 min 10% 90% 
step 1 30 min 60% 40% 
step 2 40 min 100% 0% 
step 3  50 min 100% 0% 
 
 
 
L’interpolazione dei dati è stata effettuata col programma “GraphPad Prism”: grazie al 
quale è stato possibile calcolare le velocità iniziali (v0) e le costanti catalitiche osservate 
(kobs) delle reazioni di scissione (versione 3.3). 
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